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Siure- und Alkalispaltung des Blutes in Anwendung 
auf die Untersuchung der alimentiren Essigester- 
kurve im Blut, ihre Beeinflussung durch Hormone, 
Glucose und Genubgifte. 
Ein Beitrag zur Frage des endogenen und exogenen Blutalkohols. 
Von 
H. R. Kanitz und U. Sellschopp. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Friedrich-Wilhelms-Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1940.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die Blutalkoholbestimmung nach Widmark eignet sich gerade wegen 
ihrer Unspezifitat zum Nachweis und zur Untersuchung von Estern 
im Blute, ganz besonders, wenn man durch gleichzeitige Behandlung des 
Blutes mit Alkali (zu 0,1 cem Blut 1 bis 2 Tropfen 4n NaOH) oder 
Saure (zu 0,lcem Blut 1 bis 2 Tropfen 4n H,SO,) nach Kanitz (1) 
die Ester spaltet und ihre Spaltprodukte durch die Oxydationsanalyse 
bestimmt. AuBerdem laBt sich die jeweils bei der Oxydation gebildete 
Essigsaure im Reaktionsgemisch sehr leicht bestimmen [Kanitz und 
Sellschopp (2)|. Die Verfiitterung der Athylester von Ameisensaure, 
Essigsaure, Glykokoll, Cyanessigsiure, Buttersiure, Malonsaure, Benzyl- 
malonsiure, Fumarsiure, Apfelsiure, Citronensiure, Acetessigsaure, 
Milchsiure, Propylacetat, Amylformiat und Amylacetat hatte einen 
mehr oder minder starken Anstieg der mit Wasserdampf fliichtigen oxy- 
dablen Substanz im Blute der Kaninchen zur Folge. Keinen Anstieg 
bewirkten die Athylester von Bernsteinsiure und Brenztraubensaure, 
das Amylbutyrat und kiinstlicher Oenantather. 

Als der interessanteste aller Ester erwies sich der Essigsaure-Athylester 
(Essigester). Seine auBerordentliche Bestandigkeit im Blute und die Beob- 
achtung, daB der Umsatz des exogenen Essigesters mit dem Zuckerstoff- 
wechsel genau so wie der Alkohol verkniipft ist, sprechen dafiir, da®B der 
endogene und exogene Alkoholumsatz im Organismus doch wohl iiber die 
Veresterung verlauft und nicht einfach ein Oxydationsvorgang ist. Die 
Reaktion der Versuchstiere (Kaninchen) auf die orale Zufuhr von Essigester 
war genau so wie beim Alkohol abhangig von Alter, Allgemeinzustand und 
Gewohnung. Auf die alimentére Blutessigesterkurve hatten 0,25 mg kg 
Adrenalin und Thyroxin eine senkende, 0,5 mg/kg eine erhéhende bzw. 
resorptionsbeschleunigende Wirkung. Umgekehrt dagegen verhielt sich das 
Insulin, das in gréBeren Gaben senkte und in kleinen erhéhte. Die Hypo- 
physenhormone zeigten, wie zu erwarten war, schon in gleicher Menge bei den 
einzelnen Tieren eine durchaus verschiedene Wirkung. Nikotin und 0,1 g/kg 
Coffein hatten einen die alimentare Blut-Essigesterkurve erhéhenden, 
0,05 g/kg Coffein einen leicht senkenden EinfluB. Die durch orale Gabe von 
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Essigester typisch beeinfluBte Kérpertemperatur der Kaninchen wud 
durch Adrenalin, Insulin, Thyroxin und Hypophysenvorder- und -hinte: 
lappenhormone vollstandig verindert, wobei Glucosezugabe mit Erhéhung 
der Menge auch eine stirkere Erhéhung der Koérpertemperatur hervorrie: 
3mg/kg Nikotin (oral) wirkten wie 0,5 mg/kg Adrenalin und 0,1 ¢ ky 
Coffein wie 0,25 mg/kg Adrenalin. Zusammenfassend ergab sich aus allen 
Versuchen, daB die Alkohol- bzw. Esteraufnahme und Ausscheidung dure); 
Stérung des hormonalen Systems, durch Zuckerversorgung und dure) 
GenuBgifte stark beeinfluBt wird. Der Rauschzustand ist nicht allein eine 
Funktion des Alkohols im Blute, sondern auch seiner Ester, die einmal be; 
den alkoholischen Getranken mitgenossen werden und zum andern in mannig 
facher Form im Chemismus der Zelle entstehen kénnen. 

Kiirzlich berichteten wir (2) iiber die alimentaire Essigesterkurve 
im Blute, ihre Beeinflussung durch Hormone, durch Hormone und 
Glucose und durch GenuBgifte. Bei saimtlichen dort angefiihrten 
Versuchsreihen wurden neben den Blutesterkurven auch die = sov. 
Spaltungskurven nach Behandlung des Blutes mit Natronlauge und 
Schwefelsaure bestimmt. Im Rahmen jener Arbeit haben wir lediglich 
das Verhalten der ,,Ohne‘‘-Kurven besprochen. Auf die gleichzeitigen 
Veranderungen der Spaltungskurven wollen wir in der vorliegenden 
Arbeit eingehen, da sie uns neue Einblicke in die Frage des Alkoho!- 
umsatzes liefern. 

Versuchsteil. 


Untersucht wurde an Kaninchen der Verlauf der Spaltungskurven 
im Blute 
1. nach Gaben von 0,01, 0,02, 0,025, 0,03 Mol Essigester je kg Kérper- 
gewicht, 
die Anderung des Verlaufs derselben durch gleichzeitige subeutane Gabe 
von Adrenalin und Thyroxin (jeweils von 0,25 und 0,5 mg/kg und 
0,25 mg/kg Adrenalin mit 0,15 mg/kg Zinkchlorid) von Insulin (',, | 
und 2 Einh./kg), von Hypophysin (1 Voegtlin-Einheit pro kg) und 
Praloban (1,5 Einh. pro kg), von Pankortex (1 cem intravenés), von 
Nicotin (3 mg/kg) und von Coffein (0,1 g und 0,05 g/kg) nach oralet 
Zufuhr, 
bei gleichzeitiger Gabe von Essigester Insulin, von Essigester 
Adrenalin und Essigester-Thyroxin mit 1 g/kg und 5 g/kg Glucose. 
Um Vergleichsméglichkeiten fiir die einzelnen Kurven zu haben, wurden 
alle Versuche mit einem bestimmten Hormon immer an ein und demselben 
Tier durchgefiihrt. Jede Versuchsreihe wurde an einem Kontrolltier wieder- 
holt. Die Tiere kamen niichtern in den Versuch und erhielten, nach Ab- 
nahme des Blutes zur Bestimmung des Niichternwertes, die jeweilige Ester 
menge mit 25 bzw. 50 cem Leitungswasser durch Schlundsonde verfiittert. 
Der Traubenzucker (Glucose) wurde in demselben Wasser gelést, bei | g/kg 
in 25 eem und bei 5 g/kg in 50 cem. Die Hormone haben wir saémtlich un- 
mittelbar vor der Sondenfiitterung gespritzt. Die Oxydationsanalysen 
wurden in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die sog. Spaltungswerte 
wurden durch Zusetzen von | bis 2 Tropfen einer 4n Natronlauge bzw 
4n Schwefelsiure zum Blut erhalten, wie es Kanitz (1) beschrieben hat. 
Die Blutessigesterwerte wurden auf g Alkohol im Liter Blut (g |) 
berechnet, da neben dem alimentaren Essigester noch andere unbekannte 
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Saure- und Alkalispaltung des Blutes usw. 


Substanzen durch die unspezifische Oxydationsanalyse nach Widmark 
erfaBt werden. Eine Umrechnung in Ester ist aber jederzeit leicht méglich, 
da 46g Alkohol = 88g Essigester bedeuten. Bei der graphischen Darstellung 
der Ergebnisse wurden auf der Abszisse die Spaltungszeit in Minuten und 
auf der Ordinate die gefundenen g/l Alkohol aufgetragen. Die durch 
Verseifung mit Natronlauge bzw. Schwefelséure erhaltenen Werte wurden 
immer als gestrichelte bzw. punktierte Linien, die Werte im unbehandelten 
Blute als ausgezogene Linie gekennzeichnet. 


Die Siure- und Alkalispaltung des Blutes. 
A. Niichtern. 

Wir fanden bei der Spaltung des Niichternblutes mit 4n NaOQH 
und 4n H,SO, stets sog. Alkoholwerte, die héher lagen als die im 
unvorbehandelten Blute. Von diesen wiederum lagen die H,SO,-Werte 
regelmaBig iiber den zugehérigen NaQH-Werten. Diesen Befund hat 
schon friiher Kanitz (1) erhoben. 

In unserer vorigen Arbeit (2) haben wir auch kurz darauf hin- 
gewiesen, daB wir bei dem gleichen, niichternen Tier an verschiedenen 
Tagen verschieden hohe sog. Alkoholwerte im angesduerten wie im 
alkalisierten Blute fanden. Wahrend sie bei der NaOH-Verseifung 
zwischen 0,1 und 0,2 ¢/1 lagen, bewegten sie sich bei der Behandlung 
des Blutes mit Schwefelséure durchschnittlich zwischen 0,15 und 
0,60 g/L. 

Eine Erklarung fiir diese starken Schwankungen und die groben 
Hoéhen der H,SO,-Werte im Niichternblut kénnen wir vorlaufig nicht 
geben. Jedoch scheint es, als ob die Fiitterung der Tiere eine gewisse 
Bedeutung hat. Wir beobachteten wahrend einer Zeit, wo ausschlieBlich 
Hafer und Heu gefiittert wurden, haufig sehr hohe Schwefelsdure- 
Niichternwerte, die wir bei ausschlieBlicher Griinfiitterung nie sahen. 
Wieweit hier das Futter als solches bzw. sein Wassergehalt eine Rolle 
spielen, kénnen wir ebenfalls nicht sagen. 

Vielleicht kann man auch einen gewissen EinfluB auf den inter- 
mediadren Stoffwechsel durch die in Abstanden von 3 bis 5 Tagen wieder- 
holten Injektionen verschiedener Hormone mit zur Erklirung der 
Schwankungen der H.,SQO,-Niichternwerte heranziehen. Eine aus 
schlaggebende Bedeutung kommt diesem Punkt aber sicher nicht zu, 
denn wir fanden auch bei Tieren, die nie Hormone bekommen hatten, 
ahnliche, an verschiedenen Tagen verschieden hohe Spaltungswerte 
im Niichternblut. 

Sicher spielen beim Zustandekommen dieser verschieden hohen 
Alkoholwerte im angesduerten wie im alkalisierten Niichternblut, die 
aus der Oxydation eines mit Wasserdampf fliichtigen Gemisches er- 
rechnet werden, eine ganze Reihe verschiedener Faktoren des Stoff- 


wechsels. die uns im einzelnen unbekannt sind, eine Rolle. Dennoch 
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kénnen diese Werte einzeln oder auf Grund unserer Untersuchunge: 
vielleicht noch besser als Kurven zur Stoffwechseluntersuchung heran 
gezogen werden, 

B. Nach Essigesterzufuhr. 

Wir haben in unserer ersten Arbeit ausfiihrlich den Verlauf und 
das Verhalten der ,,Ohne‘‘-Kurve beschrieben, so daB wir bei allen 
folgenden Besprechungen lediglich auf die Spaltungskurven eingehen 

Die sog. NaOQH-Kurve verlief in allen Versuchen iiber der ,,Ohne*- 
Kurve und ihr fast parallel in einem Abstand von 0,12 bis 0,06 g ||, 
in der groBen Mehrzahl 0,10 g/l hoéher. 

Von zehn H,SO,-Kurven lagen 
acht tiber den jeweils zugehdérigen 
NaOH-Kurven. Von diesen  acht 
Kurven zeigten sechs einen den beiden 





anderen Kurven gegeniiber annahernd 
parallelen Verlauf in einer Hohe, die 
bei einem Teil der Kurven’§ vom 
Niichternwert bestimmt wurden. Bei 
den iibrigen vier Kurven bestand wah- 
rend eines Teiles des Versuchs keine 
Beziehung zu der NaOH- und ,,Ohne*- 
Kurve; zwei von ihnen naherten sich 











Abb. 1. Essigester 0,025 Mol/kg. diesen gegen Versuchsende stark und 
unterkreuzten sie sogar teilweise. Eine 
weitere H,SO,-Kurve deckte sich wahrend der ersten Versuchshalfte 
fast voéllig mit der NaOQH-Kurve, nachdem sich schon die Niichtern- 
werte kaum voneinander unterschieden hatten. Die vierte H,SQ,- 
Kurve endlich zeigte den anderen beiden parallel verlaufenden Kurven 
gegeniiber ein entgegengesetztes Verhalten. Sie verlief horizontal, 
wahrend die NaOH- und ,,Ohne“-Kurve abfielen, und fiel ab, wenn 
die beiden anderen einen horizontalen Verlauf zeigten. 

In drei von vier Versuchen, in denen die H.SO,-Kurven ein von 
dem parallelen Verlauf abweichendes Verhalten zeigten, handelt es sich 
um sehr niedrig verlaufende Blutesterkurven. Dieser niedrige Verlaut 
sowie die Beobachtung, daB wir bei den verschiedenen Hormon-Glucose- 
versuchen ein ganz ahnliches Verhalten der H,SO,-Kurven fanden, 
legt die Vermutung nahe, daB der Essigester bei diesen Tieren schneller 
ab- oder umgebaut wird als bei den anderen, so daB die charakteristische 
H,S0O,-Kurve, wie wir sie oben beschrieben haben, nicht in Erscheinung 
tritt, sondern eine abgedinderte Form, wie wir sie ahnlich bei ver- 
schiedenen Ester-Hormon-Glucoseversuchen sahen. 

Die Beeinflussung der Spaltungskurven des Essigesters durch 
Glucose, durch Hormone, durch Hormone und Glucose und durch 
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GenuBgifte im einzelnen zu beschreiben, wiirde hier viel zu weit fiihren. 
Wir fassen daher die Ergebnisse dieser 32 Doppelversuche unter einigen 
gemeinsamen Gesichtspunkten zusammen, wie sie sich bei der Betrach- 
tung der Kurven ergeben. 


Das Verhalten der Spaltungskurven zueinander. 

Aus der Betrachtung der Spaltungskurven geht hervor, daB die 
zusammengehérenden NaOQH- und H,SO,-Kurven in den Parallel- 
versuchen nur in etwa !/, der Falle iibereinstimmen. Dies ist nicht 
anders zu erwarten, nachdem schon, wie oben beschrieben, die Spaltungs- 
kurven in den reinen Essigesterversuchen nicht immer gleich waren. 


























Abb. 2a. Essigester 0,025 Mol kg, Abb. 2b. Essigester 0,02 Mol kg, 
Adrenalin 0,5 mg/kg. Adrenalin 0,5 mg/kg. 


Wir fanden unter insgesamt 32 Doppelversuchen nur acht, wo bei 
beiden Tieren die Spaltungskurven gleiches Verhalten zeigten, wahrend 
die ,,Ohne‘‘-Kurven fast in allen Parallelversuchen iibereinstimmten. 
Diese acht Doppelversuche mit iibereinstimmendem Verhalten der 
Spaltungskurven gehéren samtlich der Insulin-Adrenalin- oder Thyroxin- 
versuchsreihe an, und zwar zur Halfte den Ester-Hormon- und zur 
anderen Halfte den Ester-Hormon-Glucoseversuchen, Zieht man nun 
in Betracht, daB die Zahl der vorliegenden Ester-Hormon-Glucose- 
eroB ist als die der Ester-Hormonversuche, so 


versuche doppelt so g 
verteilen sich die acht oben genannten Parallelversuche in auffallender 
Mehrheit auf die Ester-Hormonversuche und unter diesen wieder fast 
ausschlieBlich auf die Versuche mit groBen Hormongaben, wie 2 Einh. kg 
Insulin, 0,5 mg/kg Thyroxin, 0,25 und 0,5 mg/kg Adrenalin (Abb. 2a 
und 2b). Von den Hormon-Glucoseversuchen sind es diejenigen mit 


2 Einh. /kg Insulin +- 1 g/kg Glucose, 0,5 mg/kg Adrenalin + 5 g/kg Glu- 


cose und 0,25 mg/kg Thyroxin + 1 bzw. 5g/kg Glucose. Bei den 


iibrigen 24 der 32 oben genannten Versuche zeigten die Spaltungs- 
kurven des einen Tieres eine andere Form und ein anderes Verhalten 
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zueinander und zur ,,Ohne‘‘-Kurve im Vergleich zu den Spaltungs 
kurven, die an einem zweiten Tier gewonnen wurden. 

Kine Erklarung fiir dieses individuell verschiedene Verhalten der 
Spaltungskurven, auf das wir auch schon bei der Besprechung der 
Esterspaltungskurven hingewiesen haben, kénnen wir nicht geben 
Jedoch scheint es, als ob die Spaltungskurven in gewissem Sinne Aus- 
druck eines feineren intermediaren Stoffwechselgeschehens sind, das 
sich im Zusammenhang mit den Ab- und Umbauvorgangen des Essig 
esters im Blute abspielt und das abhangig ist von der individuell ver- 
schiedenen Funktion des inkretorischen Systems. Je gréBer die An- 
spriiche sind, die innerhalb eines bestimmten Rahmens an die Regula- 
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Abb, 3a. Essigester 0,02 Mol/kg, 3b. Essigester 0,02 Mol/kg, 
Glucose 5 g/kg. Glucose 5 g/kg. 
tionsfaihigkeit dieses Systems gestellt werden, um so starker treten di 
individuellen Reaktionsunterschiede bei den einzelnen Tieren hervor 
Wenn wir in unseren Versuchen gerade bei den Versuchen mit vor- 
wiegend groBen Hormondosen iibereinstimmende Spaltungskurven in 
den Parallelversuchen fanden, so steht das zu dieser Annahme nicht 
im Widerspruch, denn die groBe Menge des injizierten Hormons iiber- 
wiegt die Gegenregulation véllig, so daB diese nicht in Erscheinung 
treten kann und die Stoffwechselvorgange sich vorherrschend unter der 
Wirkung des injizierten Stoffes abspielen, wobei man jene fiir das 
bestimmte Hormon charakteristischen Spaltungskurven findet. Auf 
diese Weise laBt sich das weitgehende Ubereinstimmen der Spaltungs- 
kurven in den Versuchen mit groBen Hormondosen durchaus erklaren. 

Bei kleinen Hormondosen, welche die Gegenregulation nicht 
unterdriicken, oder durch eine Belastung des Stoffwechsels mit Zucker 
treten die individuellen Reaktionsweisen der einzelnen Tiere sehr 
deutlich hervor. Wir finden gerade bei den Ester-Glucoseversuchen die 
weitgehendsten Unterschiede im Verhalten der Spaltungskurven, ebenso 
in den Versuchen mit !/, Einh./kg Insulin (Abb. 3a und 3b). Auf gleiche 
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Weise 1aBt sich das unterschiedliche Verhalten der Spaltungskurven 
der tibrigen Ester-Hormon- und Ester-Hormon-Glucoseversuche er- 
klaren. 


Gemeinsame Punkte im Verhalten der Spaltungskurven. 


Bei der Betrachtung der Versuchsreihen kénnen wir aus der Form 
und der Héhe der Spaltungskurven ein gewisses gesetzmaBiges Verhalten, 
wie wir es bei der Besprechung der ,,Ohne‘‘-Kurven abgeleitet haben, 
nicht feststellen. Einige gemeinsame Gesichtspunkte jedoch ergeben 
sich aus dem Verhalten der Spaltungskurven zueinander und zur 
,.Ohne-Kurve. Hiernach kénnen wir die Vielfalt der Erscheinungen 
in gewisser Weise ordnen und zusammenfassen, ohne uns jedoch in- 
zwischen iiber das zugrundeliegende Prinzip im klaren zu sein. 


1. Verschiedene Formen der HySO4-Kurven. 
Bei der Betrachtung der H,SO,-Kurven fallt auf, wie oft man in 
ganz verschiedenen Versuchen den gleichen Formen begegnet. Unter 
fiinf solche immer wiederkehrende Formen reihen sich simtliche H, SO,- 
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Abb. 4. Essigester 0,02 Mol kg, Abb. 5. Essigester 0,02 Mol kg 
Coffein 0,1 g/kg. Insulin 2 E/kg. 
Kurven miihelos ein. Der Ubergang von einer zur anderen ist in vielen 
Fallen verwischt, so daB man hier und da auf H,SO4-Kurven stéBbt, die 
man sowohl zu dieser wie zu jener Form zahlen kénnte. 

Bei unseren tiber 60 H,SO,-Kurven finden sich vor allem zwei 
Formen, die ganz unabhangig vom Verhalten der ,,Ohne**- und der 
NaOH-Kurve besonders haufig in den verschiedensten Versuchen zu 
finden sind, Allein in 15 Fallen finden sich H,SO,-Kurven, die denen 
im typischen Esterversuch mit dem Maximum beim 1-Stunden-Wert 
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sehr ahnlich sehen (Abb. 4). Von dieser Form lassen sich ohne weiteres 
zwei Kurvenformen ableiten, und zwar derart, da® bei sonst gleichem 
Verlauf einmal das Kurvenmaximum beim 1-Stunden-Wert erhdht 
wird, wobei der Abfall nach beiden Seiten geradlinig ist (Abb. 5) und 
andererseits derart, dafs das Kurvenmaximum so weit herabgedriickt 
wird, daB es auf der Verbindungslinie zwischen 1/,- und 2-Stunden-Wert 
liegt (s. Abb. 10). Von der zuerst abgeleiteten Form fanden sich fiinf 
Kurven, von denen vier beim Insulin beobachtet wurden. Von der 
anderen Form waren vier Kurven vorhanden. 

Die zweite immer wiederkehrende Form der H,SO,-Kurve, die 
wir bei 13 ganz verschiedenen Versuchen sahen, ist folgende: Nach 
einem Maximum beim ! |,-Stunden- 
Wert fallt die Kurve steil zum 























80 
Min. 
Abb. 6. Essigester 0,02 Mol kg, Abb. 7. Essigester 0.02 Mol kg, 
Insulin 1), E/kg. Nikotin 3 mg/kg. 


1-Stunden-Wert ab, verlauft dann bis zum 2-Stunden-Wert annahernd 
horizontal und senkt sich zum 3-Stunden-Wert wieder starker, so dai 
die Kurve im ganzen einen stufenférmigen Abfall zeigt (Abb.6). Gleichen 
sich die Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit in den einzelnen 


Intervallen zwischen den Blutanalysen gegenseitig aus, so wird der 
Verlauf des absteigenden Schenkels der Kurve fast geradlinig (Abb. 7, 
s. auch Abb. 3b). 


AuBer bei Esterkurven, die ihr Maximum beim 1-Stunden-Wert hatten, 
fanden wir diese Verlaufsform der Kurve in drei Fallen. Etwas haufige: 
war eine zweite Abanderung der oben beschriebenen Kurve: Statt des dort 
annahernd horizontalen Verlaufs zwischen 1l- und 2-Stunden-Wert steigt 
hier die Kurve zum 2-Stunden-Wert erneut an und fallt dann steil wiede1 
ab, so daB diese H,SO,-Kurve neben dem Gipfel beim ' ,-Stunden-Wert 
noch eine zweite Zacke beim 2-Stunden-Wert zeigt. Diese Kurve fand sich 
in fiinf Adrenalinversuchen (s. Abb. 2). 
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In den vorliegenden <Ausfiihrungen wurden zwei Gruppen von 
H,SO,4-Kurven besprochen, die jeweils ihrer Form nach als zusammen 
yehorig dargestellt wurden. Von den 62 untersuchten Kurven kamen 
auf die beiden Gruppen zusammen 45 Kurven, auf jede Gruppe ungefihr 


die Halfte. 


Die restlichen 17 H,SO,-Kurven verteilen sich auf drei weitere Formen 
von folgendem Aussehen: 


In seehs Fallen fand sich eine Kurve, die beim ' ,-Stunden-Wert eine 
nach unten gerichtete Zacke zeigte, vom 1- bis 2-Stunden-Wert horizontal 
verlief und dann zum 3-Stunden-Wert wieder abfiel (Abb. 8), Sieben 
Kurven verliefen wahrend der ersten Versuchshalfte ziemlich flach, stiegen 
dann steil in die Héhe auf ihren Maximalwert an und fielen im weiteren 
Verlauf des Versuchs wieder mehr oder weniger steil ab (s. Abb. Ba) 
Die tibrigen vier Kurven lagen 
wahrend der ersten Stunde des Ver- 




















Abb. 8. Essigester 0,02 Mol kg, »b. 9. Essigester 0.02 Mol kg 
Adrenalin 0,25 mg kg. Adrenalin 0,25 mg/kg 


“inkehlorid 0.15 my kg 


suchs hoch, fielen dann zum 2-Stunden-Wert hin steil ab bis auf Werte 
die in Héhe der ,,Ohne‘‘-Kurve lagen und stieyen dann wieder etwas ar 


Sie verhalten sich also genau umgekehrt wie die sieben vorher be 
Formen (Abb. 9). 


chriehenern 


2. Beziehungen der NaOH-Kurve zu den anderen Kurven 


Bei der Betrachtung der NaOH-Kurven ergeben sich folyende 
Beziehungen zu den beiden anderen Kurven 


Bei allen Adrenalin- und Adrenalin-Glucoseversucheft folyt dic 
NaOH-Kurve in ihrem Verlauf der H,SO,-Kurve, mit Ausnahme des 
Versuchs mit 0.25 mg Adrenalin und 5y ky Glucose, wo NaOH- und 
..Ohne“-Kurve so gut wie aufeinanderfielen, Die Kontrollversuche an” 
einem zweiten Tier hatten die gleichen Ergebnisse mit Ausnahme des 
Versuchs mit 0,25 mg/kg Adrenalin, 0.15 mg ky Zinkchlorid, bei der dic 
NaOH-Kurve zunachst der Schwefelsdurekurve folyt und ihr dann ent 


gegengesetzt verlauft (s. Abb. 2 und Y 
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Bei den Pankortexversuchen folgt die NaOQH-Kurve ebenfalls, wie 
bei den Adrenalinversuchen, dem Verlauf der Schwefelsaurekurve. 

Bei der Mehrzahl der Thyroxinversuche dagegen verlaiuft die 
NaOH-Kurve entsprechend der ,,Ohne‘*-Kurve. 


Abweichend verhalten sich nur ein Versuch mit 0,25 mg/kg Thyroxin, 
wo die NaOH-Kurve wie bei den Adrenalinversuchen verlauft, und die 
Kontrolle des Versuchs mit 0,5 mg/kg Thyroxin—5 g/kg Glucose, wo die 
NaQH-Kurve wie beim Versuch mit 0,25 mg/kg Adrenalin— 0,15 mg/kg 
Zinkchlorid der H,SO,-Kurve entgegengesetzt verlauft; auBerdem dei 
Versuch mit 0,25 mg/kg Thyroxin—5 g/kg Glucose, bei dem die NaOH- 
Kurve einen nichtparallelen Verlauf zeigt, wahrend die H,SO,-Kurve de: 
»Ohne*'-Kurve folgt (s. Abb. 10). 

Stimmte das Verhalten der NaOH. 


Kurve bei Adrenalin und Thyroxin 





in den jeweils an den beiden gleichen 
Tieren durchgefiihrten Doppelbestim- 
mungen weitgehend iiberein, so zeigt 
beim Insulin in der Mehrzahl der Falle 
die NaOQH-Kurve im Kontrollversuch 
ein gegeniiber dem ersten Versuch ab- 
weichendes Verhalten. Bei den Ver- 
suchen mit 2 Einh. Insulin/kg und 
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Mn den zugehorigen Zuckerversuchen folgt 


Abb. 10. Essigester 0,02 Mol/kg, die NaOH-Kurve in Ubereinstimmung 
Thyroxin 0,25 mg/kg, mit dem Kontrollversuch dem Ver- 


Glucose 5 g kg. " a 
lauf der ,,Ohne‘‘-Kurve (s. Abb. 5). 

Anders in denen mit | und !/, Einh, Insulin/kg und den zuge- 
hérigen Zuckerversuchen, wo die NaOQH-Kurve nur bei einem Tier das 
eben beschriebene Verhalten zeigt. Bei den Kontrollversuchen an einem 
zweiten Tier verlauft die NaOH-Kurve teils mit der H,SO,-Kurve zu- 
sammen (1 Einh./kg Insulin + 1g bzw. 5 g/kg Glucose und !/, Einh./kg 
Insulin), teils dieser entgegengesetzt ('/, Einh./kg Insulin + E. g bzw. 
5 g/kg Glucose). In einem Versuch mit 1 Einh./kg Insulin zeigt die NaOQH- 
Kurve einen nichtparallelen Verlauf, waihrend die H,SO,-Kurve der ,,Ohne*- 
Kurve folgt. 

Im Versuch mit 1 g/kg Glucose ist das Verhalten der NaOQH-Kurve 
nicht so einheitlich. In einem Versuch folgt sie der H,SO,-Kurve, im 
anderen — zeigt sie das gleiche selbstandige Verhalten wie im 
zuletzt beschriebenen Versuch mit 1 Einh./kg Insulin. 

In den Versuchen mit 5 g/kg Glucose folgt die NaOH-Kurve in zwei 
- Parallelversuchen der ,,Ohne**-Kurve, in zwei weiteren Doppelversuchen 
der H,SO,-Kurve (s. Abb. 11). 

Bei den Versuchen mit Hypophysenhormon (Hypophysin, Praloban) 
verliuft die NaOQH-Kurve entsprechend der ,,Ohne**-Kurve. 
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Bei den Nicotinversuchen folgt die NaOQH-Kurve in einem Falle der 
H,SO4-Kurve (s. Abb. 7), im anderen Falle zeigt sie das gleiche Verhalten 
wie in einem Versuch mit 1 Einh. Insulin sowie mit 1 g/kg Glucose. 
Auffallig ist, daB diese 3 NaOQH-Kurven ebenso wie die zugehérigen 
H,SO,-Kurven und ,,Ohne*-Kurven auch fast genau die gleiche Form 
haben. 


3. Verhalten der Maxima der H,SOy-Kurven zu den Maxima der 
,Ohne*-Kurven. 

Hatten wir in unserer letzten Arbeit darauf hingewiesen, da das 
Lahmungsstadium bei den verschiedenen Tieren in den einzelnen Ver- 
suchen zeitlich nicht mit dem héchsten Blutesterwert zusammenfiaillt, 
so zeigt eine Betrachtung der Spal- 





tungskurven, das diese bereits zur yl ae 


Zeit der Lahmung ihr Maximum er- 
reicht haben und dann bis zu dem 
Zeitpunkt, an dem die ,,Ohne*- 
Kurve zu ihrem héchsten Wert an- 
steigt, so gut wie horizontal ver- 
laufen (Abb. 11) 

Diese Beobachtung veranlaBbte 
uns, alle Kurven unter dem Gesichts- 
punkt der zeitlichen Lagerung der 
Maxima von den H,SO,- und 
.,Ohne**-Kurven zueinander durch- 





Abb. 11. Essigester 0,02 Mol/kg 
zugehen. 


Betrachtet man bei den H.SO,-Kurven und den zugehérigen 
.Ohne‘'-Kurven zeitlich das Auftreten ihrer Maxima. so ergibt sich 
daraus folgendes: 

1. Insulin. 

In den Versuchen mit 2 Einh. kg Insulin, den zugehérigen Glucose- 
versuchen mit !/, und | Einh./kg Insulin sowie in einem der Versuche 
mit 1 Kinh./kg Insulin +- | g/kg Glucose fielen die Maxima der .,Ohne*‘- 
Kurve und der H,SQO,-Kurve zeitlich zusammen (s. Abb. 5). Bei dem 
anderen Versuch mit 1 Einh./kg Insulin + 1 g/kg Glucose erreichte die 
H,SO,-Kurve ihr Maximum spater als die ,,Ohne-Kurve. Bei den 
Versuchen mit !/, Einh. kg Insulin-Glucose dagegen und den*Versuchen 
mit | Einh./kg Insulin + 5 g/kg Glucose lag das Maximum der H,SO,- 
Kurve zeitlich friiher als das der ,,Ohne‘‘-Kurve (s. Abb. 6). 


2. Thyroxin. 


Die H,.SO,4-Kurve erreichte ihren héchsten Wert vor der ,,Ohne*’- 
Kurve in den Versuchen mit 0,25 und 0,50 mg/kg Thyroxin und in 
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dem mit 0,5 mg/kg Thyroxin + 1 g/kg Glucose (s. Abb. 7). In dem ent- 
sprechenden Versuch mit 5g Glucose und in dem mit 0,25 mg/ky 
Thyroxin-Glucose dagegen fielen die beiden Maxima der Kurven zeitlich 
aufeinander, 

3. Adrenalin. 

Nicht so klar wie beim Insulin und Thyroxin liegen die Verhaltnisse 
beim Adrenalin. Wir treffen hier zum erstenmal auf ,,Ohne‘*-Kurven, 
die ihr Maximum nicht wie bisher beim 1- oder 2-Stunden-Wert zeigen, 
sondern es bereits nach einer halben Stunde erreicht haben. Faillt 
in einem solchen Versuch das Maximum der ,,Ohne‘‘-Kurve mit dem 
der H,SO,-Kurve zeitlich zusammen, so laBt sich, da keine friihere 
Blutentnahme vorausging, nicht entscheiden, ob nicht die H, SO,4-Kurve 
ihr Maximum schon vor der ,,Ohne‘‘-Kurve erreicht hatte, wie wir dies 
bei den Blutanalysen des Lahmungsstadiums beobachtet haben 
(s. Abb. 11). Darum miissen wir die Versuche mit 0,5 mg/kg Adrenalin 
und die zugehérigen mit 5 g Glucose wie einen der Versuche mit 0,25 mg 
kg Adrenalin + 0,15 mg/kg Zinkchlorid aus dieser Betrachtung aus- 
schlieBen (s. Abb. 2 und 9). Bei dem anderen Versuch mit 0,25 mg/kg 
Adrenalin + 0,15 mg/kg Zinkchlorid findet sich das Maximum der 
H.SQO,-Kurve spater als das der ,,Ohne**-Kurve. 

Bei den iibrigen Adrenalinversuchen finden wir ein zeitliches Zu- 
sammenfallen der Kurvenmaxima bei denen mit 0,25 mg/kg Adrenalin 
und bei je einem der Versuche mit 0,25 mg/kg Adrenalin + 5 g/kg 
Glucose und 0,5 mg/kg Adrenalin + 1 g/kg Glucose (s. Abb. 8), waihrend 
in den Kontrollversuchen sowie in den Versuchen mit 0,25 mg/kg 
Adrenalin + 1 g/kg Glucose das Maximum der H,SO,-Kurve vor dem 
der ,,Ohne‘‘-Kurve erreicht wurde. 


4. Glucose. 

Bei den Versuchen mit 5 g/kg Glucose scheiden zwei Kurven, bei 
denen die ,,Ohne**-Kurven ihre Maxima schon beim !/,-Stunden-Wert 
erreicht haben, aus dem schon beim Adrenalin eingehend erérterten 
Grund aus unserer Betrachtung aus. In den beiden iibrigen Versuchen 
fiel einmal das Maximum von H,S0O,- und ,,Ohne‘-Kurve zeitlich zu- 
sammen, das andere Mal erreichte die H,SO,-Kurve ihr Maximum 
spater als die ,,Ohne‘'-Kurve (s. Abb. 3). 

In den Versuchen mit 1 g/kg Glucose fielen die Kurvenmaxima 
zeitlich aufeinander. 


5. Hypophysenhormone. 


Im Pralobanversuch fallen die Maxima in einem Falle zeitlich zu- 
sammen, im Kontrollversuch erreicht die H,SO,-Kurve ihren héchsten 
Wert eher als die ,,Ohne‘‘-Kurve. 
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Beim Hypophysin liegt das Maximum der H,SO,-Kurve einmal 
vor und einmal hinter dem der ,,Ohne‘*-Kurve. 


6. Pankortex. 


Beim Pankortex erreichten die H,SO,-Kurven ihr Maximum spater 
als die ,,Ohne‘‘-Kurven. 


7. GenuBgifte. 

Beim Nicotin liegt das Maximum der H,SO,4-Kurve einmal vor 
dem der ,,Ohne‘*-Kurve (s. Abb. 7), das andere Mal decken sich 
beide. 

Beim Coffein finden wir das Maximum der H,SO,-Kurve einmal! 
vor dem Maximum der , ,Ohne‘‘-Kurve und einmal hinter ihm (s. Abb. 4). 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen iiber die Saéure- und Alkalispaltung ergaben 
bei der Berechnung als g Alkohol im Liter Blut 


I. Niichtern: 1. In allen Versuchen Spaltungswerte, die gréBer 
waren als die sog. Alkoholwerte im nicht vorbehandelten Blute, wobei 
der H,SO,-Wert immer hoher liegt als der NaOH-Wert. 2. Bei ein und 
demselben niichternen Tier an verschiedenen Tagen Spaltungswerte 
von ganz verschiedener Hohe. 3. Eine offensichtliche Abhangigkeit der 
Spaltungswerte von der Fiitterung der Tiere. 


IL. Nach Essigesterzufuhr: 1. Einen parallelen Verlauf der NaOQH- 
zur ,,Ohne‘‘-Kurve in einem Abstand von etwa 0,10 g/l in allen 
Versuchen. 2. Einen ebenfalls parallelen Verlauf der H,SO,-Kurven 
zu den beiden anderen Kurven in etwas iiber der Halfte der Fille 
wahrend des ganzen Versuchs, bei den iibrigen wahrend eines Teiles 
des Versuchs. 


III. In den Ester-Glucose-, Ester-Hormon-, Ester-Hormon-Glu- 
cose- und den Ester-GenuBgiftversuchen: 1. Eine Ubereinstimmung bei 
der Spaltung des Blutes mit NaOH und H,SQO, in den einzelnen 
arallelversuchen in nur 1/4 der Faille (bei diesen handelte es sich in der 
Mehrzahl um Versuche mit groBen Hormondosen) und ein individuell 
sehr verschiedenes Verhalten der beiden Spaltungskurven in den ein- 
zelnen Parallelversuchen, besonders nach kleinen Hormongaben und 
nach Glucosegaben. 2. Gewisse Beziehungen zwischen dem Verlauf 
der verschiedenen Kurven bzw. deren Maxima zueinander wurden auf- 
gezeigt. 


IV. Die Bestimmung der mit Wasserdampf fliichtigen Substanzen 
im angesauerten oder alkalisierten Blute mit der unspezifischen Oxyda- 
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tionsanalyse nach Widmark gibt uns einen Einblick in komplizierte 
Stoffwechselvorginge, die wir vorlaufig nicht deuten kénnen, da wir 
nicht wissen, woraus sich die fliichtigen Substanzen im einzelnen zu. 
sammensetzen. Jedenfalls geht daraus hervor, daB bei der Blutalkohol.- 
bestimmung nach Widmark die Reaktion des Blutes von auBerordent- 
licher Wichtigkeit ist, da im alkalisierten und angesduerten Blute vie! 
héhere Werte als im unvorbehandelten Blute gefunden werden. Unter 


diesen Gesichtspunkten gewinnt auch die Frage des pathologischen 


Rausches eine neue Betrachtung, da hier vielleicht plétzliche Stoff- 
wechselanomalien einen ungewOhnlichen Alkoholumsatz hervorrufen. 
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Die Dehydrierung der Brenztraubensiiure 
im Nervengewebe. 
Von 
St. Huszak. 
(Aus dem Hirnforschungsinstitut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1940.) 


Die Dehydrierung der Brenztraubensiure wurde zuerst von Thun- 
herg (1) in Versuchen am gewaschenen Froschherzen in Gegenwart von 
Methylenblau studiert. Annau (2) und seine Mitarbeiter konnten mit 
Fermenten, die aus dem Muskelgewebe und der Niere von Warmbliitern 
gewonnen wurden, zeigen, da} die Dehydrierung der Brenztraubensaure 
in Gegenwart von Methylenblau durch wenige » eines Succinats kata- 
lysiert wird. Lipmann (3) untersuchte die Rolle des Vitamins B, bei 
der Dehydrierung der Brenztraubensiure an Fermenten, die aus 


normalen und avitaminotischen Taubenhirnen stammten, in der tiber- 

wiegenden Mehrzahl der Falle mit negativem Resultat. Wir wollen uns 

hier hauptsachlich mit der Wirkung des C,-Dicarbonsaéuresystems und 
I 4 : 


damit im Zusammenhang mit jener des Vitamins B, sowie der 
Cocarboxylase auf die Dehydrierung der Brenztraubensaure befassen. 


Methodik. 


Wir verwendeten Fermentpraparate, die aus dem Gehirn teils 
normaler Katzen und Hunde, teils B,-avitaminotischer Tauben her- 
gestellt wurden. Die avitaminotischen Tiere erhielten auBer poliertem 
Xeis taglich Lebertran, Ascorbinsdure und Lactoflavin (mit der Pipette 
in den Schnabel getraufelt). Nachdem sich die Polyneuritis voll ent- 
wickelt hatte bzw. nachdem Krampfe aufgetreten waren, wurden die 
Tiere durch Entbluten getétet. Das Gehirn wurde sofort heraus- 
genommen, von den Hauten und den groBben GefaBen befreit, unter 
Eiskiithlung in der Latapie-Hackmaschine gemahlen und in einem 
eisgekiihlten Porzellanmérser mit Quarzsand zerrieben. Es wurde dann 
in der zehnfachen Menge des m 30 Phosphatpuffers 1) Minuten hindurch 
auf Eis geriihrt und durch dichtes Leinengewebe gepreBt. Die so er- 
haltene, homogene Suspension wurde bei 3000 Umdrehungen 10 Minuten 
lang zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde noch fiinf- bis sechsmal mit 
der oben genannten Phosphatpufferlésung ausgewaschen und der Riick- 
stand mit gleichem Volumen der Phosphat-Ringerlésung zu den Ver- 
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suchen verwendet. Von verschiedenen Waschmethoden bewahrte sic! 
diese am besten; Waschen mit destilliertem Wasser schadigt das Ferment 
ziemlich stark. Die Brenztraubenséure wurde im Vakuum bei 56° ( 
zweimal destilliert und dann in Form ihres Na-Salzes verwendet. Dic 
zu untersuchenden Substanzen wurden ebenfalls in Phosphat-Ringer-. 
lésung gelést; als Farbstoff wurde Methylenblau gebraucht. Der 
Apparat besteht aus zwélf nebeneinandergereihten 7 hunberg-Rohren, die 
an ein gemeinsames Leitungsrohr angeschmolzen sind. Wir verwende- 
ten kristallisiertes Vitamin B, der Firma Hoffmann-La Roche und Adeny|- 
sdure der Firma G. Henning-Berlin. Cocarboxylase und Diaphorase 
wurden uns vom Medizinisch-Chemischen Institut (Prof. v. Szent-Gyérq yi) 
zur Verfiigung gestellt. 


Eigenschaften der Brenztraubensiuredehydrase. 


Dieses Ferment biiBt bei Zimmertemperatur in wenigen Stunden 
seine Aktivitaét erheblich ein. Im Eisschrank ist es mehrere Stunden 
lang haltbar, wobei nur ein geringer Teil der Aktivitat verloren geht 
Es 1aBt sich nicht in Lésung iiberfiihren. Durch Alkohol cder Aceton 
wird es rasch zerstért. Das fiir seme Wirkung optimale py liegt bei 7.5. 
Bei der im Eisschrank mit destilliertem Wasser ausgefiihrten Dialyse 
sinkt die Aktivitat des Ferments parallel mit der Zeit (s. Tabelle 1) 
nach 6 Stunden ist die Aktivitat bis 1/, gesunken. Wird fiir die Dialyse 
m/50 Phosphatpuffer (py 7,4) verwendet, so sinkt sie wahrend derselben 
Zeit nur auf die Halfte. Die urspriingliche Aktivitaét kann durch den 
Zusatz von verschiedenen Ionen (Mg, Mn usw.) und von Succinat nicht 
wieder hergestellt werden. 


Tabelle I. Dialyse in destilliertem Wasser bei 4°C. 


Ferment und Substrat in Ringer-Phosphat (pu 7,4) gelést. Gesamtvolumen 
einer Réhre 4 ccm. 





; : Entfirbungsze it 
Ferment Substrat in Min. 


Nicht dialysiert 3,2 mg brenztraubensaures Natrium 12 
3 Std. dialysiert ‘aes ca on 28 
ae * 32: ys 52 
6 3,2 ,, brenztraubensaures Natrium 47 

+ 0,1 mg Bernsteinsaure F 


” ” 


Einflu8 des Suecinats auf die Dehydrierung 
der Brenztraubensiure. 


Wie erwahnt, ist in der Niere sowie in der Muskulatur in die De- 
hydrierung der Brenztraubensiure das C,-Dicarbonsauresystem ein- 
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geschaltet ; wenige » des Succinats kénnen die Dehydrierung der Brenz- 
traubensiure im hohen Grade katalysieren. Mehrere Beobachtungen 
sprechen dafiir, daB der Atmungsmechanismus des Nervengewebes von 
dem der iibrigen Organe abweicht und daB die Brenztraubensaure 
hier eine wichtigere Rolle als in anderen Geweben spielt. Wir konnten 
feststellen, da die Grundatmung im Nervengewebe bei der Aus- 
schaltung der Succinodehydrase durch Malonat in weit geringerem 
MaBe abnimmt als z. B. im Muskelgewebe (4). Dies spricht dafiir, dab 
die Atmung im Nervengewebe zum groBen Teil nicht auf dem Wege 
iiber das C,-Dicarbonsiuresystem vor sich geht. Deshalb unterzogen 
wir die Rolle der C,-Dicarbonsiiure bei der Dehydrierung der Brenz- 
traubensdure einer besonderen Untersuchung. 

Meine simtlichen Fermentpraparate enthielten auBer der Brenz- 
traubensduredehydrase noch andere aktive Fermente, wie: Succino- 
dehydrase, Malicodehydrase, Fumarase, Lacticodehydrase usw. Zu 
den Versuchen verwendeten wir 10 bis 100 y Succinat, Fumarat bzw. 
Malat. Wie aus Tabelle Il ersichtlich, wird die Dehydrationszeit der 
Brenztraubensaure bei Verwendung frischer Fermente durch 100 y 
Succinat nur unwesentlich verkiirzt; werden jedoch Fermente an- 
gewandt, die bereits mehrere Stunden im Eisschrank gestanden hatten, 
so vermindert das Succinat die Dehydrationszeit erheblicher. Im 
Gegensatz zu der Brenztraubensduredehydrase verringert sich die 
Aktivitat der Succinodehydrase selbst nach langerem Stehen kaum. 
Die Reinigung der Fermente durch verschiedene Waschverfahren 
anderte nichts an den Ergebnissen. Jedoch bestand noch die Méglichkeit, 
da es trotz der mannigfaltigen Reinigungsverfahren nicht gelungen war, 
das Succinat aus dem Gewebe zu entfernen und daB seine Reste noch 
immer geniigten, um die Dehydration der Brenztraubensaure zu kata- 
lysieren. Um das in den gewaschenen Fermenten etwa noch vorhandene 
Succinat vollkommen zu entfernen, griffen wir daher zu anderen Ver- 
fahren. Nach Dialyse entweder in destilliertem Wasser oder in ver- 
schiedenen Salzlésungen, oder schlieBlich in einer Phosphatpufferlésung 
setzten wir unseren Fermentpriparaten Succinat bzw. Fumarat zu, 
um zu sehen, ob hierdurch ihre Aktivitat wiederhergestellt wird. Wie 
aus Tabelle I ersichtlich, waren die Resultate negativ. AuBerdem haben 
wir gemahlenes Gewebe 2 bis 4 Stunden auf dem Wasserbad bei 37° C 
aerob geschiittelt, um die Oxydation des Gewebesuccinats zu erméglichen, 
und stellten danach aus dem so veratmeten Gewebe das Ferment in 
der oben beschriebenen Weise her. Die Aktivitat der Brenztrauben- 


siuredehydrase zeigte nach der Atmung ziemlich starke Verminderung, 
jene der Succinodehydrase war kaum verandert. Auch bei diesem 
Verfahren konnten wir mit Succinat keine wesentliche Erhéhung der 
Aktivitat erzielen. 


Biochemische Zeitschrift Band 306. 
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Tabelle IT. 


Alle Substanzen sind in Ringer-Phosphat (px 7,4) gelést. Versuchsfliissigkei: 
4,0cem. Wasserstoffacceptor Methylenblau 1: 5000; 1 cem. Versuchstie: 
Katze. 





Enzymbrei Brenztrauben- Bernsteinséure Entfairbungszeit 
in ecm saures Na in mg in mg in Min. 


Bemerkungen 


1,00 - iiber 60 6 mal gewaschener Gehirnbrei 


1,00 3,00 ~ 20 

1,00 0,1 iiber 60 

1,00 3,00 18 

1,00 40 3 mal gewaschener Gehirnb: 
1,00 3,00 12 

1,00 0,1 32 

1,00 3,00 ( 10 

1,00 17 || 2mal gewaschener Gehirnbrei 
1,00 3,00 5 

1,00 10 

1,00 3,00 3’ 40" 


linflu8 des Vitamins B, sowie verschiedener Katalysatoren. 

Lipmann konnte bei seinen Versuchen mit gewaschenen Gehirn- 
suspensionen avitaminotischer Tiere in der tiberwiegenden Mehrzahl der 
Falle keine férdernde Wirkung des Vitamins B, auf die Dehydrierung der 
Brenztraubenséure beobachten; nur in zwei Versuchen trat deutliche 
Steigerung ein. An den teils aus normalen, teils aus avitaminotischen 
Tiergehirnen angefertigten Fermenten konnten auch wir keine férdernde 
Wirkung nachweisen (s. Tabelle III). In einem Teil der Versuche ver- 
wendeten wir Vitamin B,, in anderen Versuchen Cocarboxylase. Die 
Versuchsfliissigkeit enthielt Natriumpyrophosphat und Mg-Ionen. Das 
Vitamin wurde vor dem Experiment eine halbe Stunde auf dem Wasser- 
bad bei 37°C mit dem Ferment geschiittelt. Nach den Ergebnissen von 
Peters und Mitarbeitern (5) wird in den aus gewaschenem Nerven- 
gewebe hergestellten Fermenten bei der aeroben Oxydation der Brenz- 
traubensaure die Aufnahme des Oxygens durch Fumarat um 70°, 
gesteigert. Aus Tabelle II geht hervor, daB die Wirkung bei der anaeroben 
Dehydrierung der Brenztraubenséure in unseren Versuchen auch dann 
nicht wahrzunehmen war, wenn der Gewebebrei nur ungeniigend ge- 
waschen wurde. Man durfte hier an die Co-Ferment-artige Vermittlung 
zwischen dem C,-System und der Brenztraubenséure denken. Um diese 
Frage zu kliren, verwendeten wir neben der Brenztraubensdure und 
dem Succinat auch noch Cozymase, Diaphorase, Adenylsaure, Vitamin B, 
bzw. Cocarboxylase, doch wurde die Dehydrierung der Brenztrauben- 
siure durch diese Stoffe weder einzeln noch gemeinsam gesteigert. 
Die Beobachtung von Peters, daB gréBere Mengen von Vitamin B, 
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eine hemmende Wirkung auf die Brenztraubensaureoxydation austiben, 
hat sich auch in unseren Versuchen bestatigt. 


Tabelle ITI. 
Versuchsfliissigkeit 4cem. Enzymbrei 1,0cem. Methylenblau 1: 5000; 
1,0 cem. 





Entfirbungszeit in Min. 
Vitamin 
in 3 


Substrat Versuch Nr. 


3,2 mg Pyruvat 21° 19’ 
3,2mg Pyruvat : ’ 20” 21’ | 17°90" 
3,2 mg Pyruvat ‘ , a’ > ane 
” - ’ 9 ( , 
+ 0,1 mg Succinat 1 16’ 40 
3,2 mg Pyruvat os veer ; 19° 
+ 0,1 mg Succinat , , 


Taubenhirn 


16’ 50" 


3,2mg Pyruvat - : 22! 

3,2 mg Pyruvat 20)’ 

3,2mg Pyruvat | Boe rey 30" 19° 40" 
+ 0,1 mg Succinat ‘ e 

3,2 mg Pyruvat , ace 19’ 
+ 0,1 mg Succinat ; 


Avita- 
minotisches 
Taubenhirn 





Zusammenfassung. 


Die anaerobe Dehydrierung der Brenztraubensaure wird mit den 
aus normalem oder avitaminotischem Gehirn hergestellten Fermenten 
durch das C,-System entweder gar nicht oder in nur geringem MaBe 


gesteigert. Die im normalen und gewaschenen Hirngewebe von mehreren 
Forschern beobachtete steigernde Wirkung der C,-Dicarbonsaure auf 
die aerobe Oxydation der Brenztraubensaéure darf als das Ergebnis 
einer komplexen Wirkung angesprochen werden. Es ist mit der Méglich- 
keit zu rechnen, daf das C,-System seine Wirkung im Zusammenhang 
mit anderen Phasen der Brenztraubenséureoxydation ausiibt. Vita- 
min B, bzw. Cocarboxylase zeigten bei der Dehydrierung der Brenz- 
traubenséure in unseren Versuchen keine co-ferment-artige Wirkung. 
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(Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 
97 


(Eingegangen am 27. Juni 1940.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Osmose, Diffusion und Membrandiffusion verlaufen, wie die Theorie 
dieser irreversiblen Vorgange lehrt, unter Energieveranderungen. Dic 
theoretische Behandlung geschieht teils thermodynamisch und teils 
kinetisch. Die experimentelle Verfolgung der Energieveranderunge: 


ist gegeniiber der Theorie in den Hintergrund getreten. 

Bei der Bedeutung der Diffusion in der Bio- 
wm rs logie ist die experimentelle Untersuchung nach 
ao aa } wie vor eine wichtige Aufgabe, um so mehr, als 
die im Organismus obwaltenden Verhaltnisse 
theoretisch nicht vollstandig erfaBt werden. Die 
nachfolgende Arbeit wurde in der Absicht 
unternommen, die energetischen Verhiltnisse 
wahrend der Diffusion zu verfolgen, soweit sic 
sich durch Warmemessungen messen lassen 

| Die spezielle Anregung zu dieser Untersuchung 

Be war die Hypothese, dab médglicherweise ein 

Seno Teil der Warmebildung im Nerven auf Rech- 

+ Abb. 1. nung von Ionenverschiebung kame, unter der 

Voraussetzung allerdings, daB der Erregungs- 

vorgang mit Ionenverschiebung verkniipft sei. Aber die experimen- 

telle Behandlung der Frage nach der Warmebildung bei der Diffusion 
ist unabhangig von der genannten Hypothese. 

Den Biologen interessiert am meisten die Membrandiffusion. 
Deshalb ist in der nachfolgenden Arbeit ausschlieBlich diese Gegenstand 
der Untersuchung. Der etwa zu erwartende, aus Reibung entstehende 
Betrag von Warme diirfte innerhalb einer Membran am ehesten faBbar 
sein. Die Messung der Warmebildung wurde uns durch die Benutzung 
des von Ashehov als Zwillingsréhren ausgebildeten Diffusionsapparates 
(Lieferant: Géttinger Werke) erméglicht. 

















Er besteht, wie Abb. 1 zeigt, aus zwei dickwandigen, rechtwinklig 
gebogenen zylindrischen Glasréhren, deren einer Schenkel 7 ecm, deren 
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unterer Schenkel 2cm lang ist. Die Rander der Offnung des kurzen 
horizontalen Rohres sind verdickt und glatt poliert, so daB eine zwischen 
den beiden Offnungen gelagerte Membran unter Zwischenschaltung von 
je einer Gummischeibe auf den Randern wasser- und luftdicht befestigt 
werden kann, und zwar in der Weise, da das die kurzen Schenkel um- 
schlieBende Eisenband mittels einer Schraube so stark gespannt wird, 
-daB die beiden Gummischeiben mit der darauf liegenden Membran fest 
zusammengepreBt werden. Die Diffusion geht durch die Membran von 
der Fliissigkeit der einen Roéhre in die der anderen; das Volumen jeder 
Zwillingsr6hre betragt 10 cem. Fiir unsere Zwecke haben wir den Ashehor- 
schen Zwillingsréhrendiffusionsapparat in der Weise angewandt, da in 
die Membran ein Thermoelement eingelagert wurde, um thermoelektrisch 
die wahrend der Diffusion entstehende Warme zu messen. In Wirklichkeit 
handelte es sich stets um zwei Membranen, je eine auf der Offnung mit glatt 
geschliffenen Randern. Wie oben beschrieben, lassen sich beide Halb- 
réhren mit den beiden Membranschichten so eng aneinander pressen, da{ 
praktisch das Thermoelement ganz als innerhalb einer Membran liegend 
angesehen werden kann. 

Als Membranen wurden meist Kollodiummembranen angewandt, 
zur Kontrolle auch Cellophanmembranen, welche dieselben Ergebnisse 
lieferten. Zur Herstellung der Kollodiummembran wurde eine 3,8 bis 4°,,ige 
Weingeist-Atherlésung verwendet. 

Um eine auBerst feine, hauchdiinne Membran zu erhalten, wurde 
folgendes Verfahren innegehalten: Man gieBe etwa 1 bis 2 cem der Kollo- 
diumlésung in einen etwa 20 em hohen Glaszylinder, und zwar so, daB die 
Lésung vom oberen Rand nach unten flieBen kann, bringe dann den Zylinder 
in waagerechte Lage und verteile durch langsames Drehen des Zylinders 
um seine Achse die Lésung so, daB iiberall ein leichter und vor allem gleich- 
maBiger Belag von Kollodium zustande kommt. Dabei mu aber darauf 
geachtet werden, daB die Auskleidung der Innenflache des Glaszylinders 
nicht vollstaéndig geschieht und die Anfangslage durch eine zweite dariiber- 
flieBende Masse doppelte Dicke erhalt, sondern man hért vorher mit dem 
Rotieren auf und laBt die ganze Masse trocknen. Sobald nun auf der 
Kollodiumlage eine feine Musterung entsteht (Chagrinmuster), bringt man 
die Glasréhre unter laufendes Wasser und wird nun feststellen kénnen, 
daB sich eine auBerst subtile Kollodiummenbran abheben laBt, von der 
aber die weiBlich, milchig aussehenden Teile nicht verwendet werden diirfen. 
Spater bringt man die auf diese Art hergestellte Membran in destilliertes 
Wasser und unterzieht sie wiederholten Waschungen. Das Thermoelement 
wurde aus 0,18 mm dickem Eisen- und Konstantandraht durch Létung 
hergestellt. Der Verbindung mit dem Zernicke-Galvanometer dienten 
thermisch isolierte Kupferdraihte. Die Empfindlichkeit desselben betrug 
fiir 1m Entfernung pro Skalenteil 2,85- 107°. 

Der Zwillingsréhrenapparat kam in eine mit destilliertem Wasser 
gefiillte Dewar-Flasche; nur die obersten Enden der vertikalen Réhren 
ragen aus der Fliissigkeit hervor. Die ,,kalte’’ Létstelle wird tief in das 
Wasser eingetaucht. Die obere Offnung der Dewar-Flasche wird mit einem 
Korkpfropfen verschlossen, der zwei enge Bohrungen aufweist, eine fiir die 
Leitung nach dem Galvanometer, eine fiir einen Haken, vermittels welchem 
der Diffusionsapparat in der Dewar-Flasche schwebend gehalten wird. Die 
Dewar-Flasche befindet sich in einem groBen, auswattierten Thermostaten- 
kasten aus Holz. Vorrat von destilliertem Wasser wird dauernd dort auf- 
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bewahrt, die zu benutzenden Lésungen werden mindestens 12 Stunde: 
vor der Verwendung im Thermostaten untergebracht. Alle zur Messuny 
gehérenden Nebenapparate usw. befinden sich gleichfalls im auswattierten 
Kasten. Wahrend der Versuche findet mehrfach eine Kontrolle des Nul! 
punktes der Skala statt, was mit Hilfe der bekannten Eich- und Kom 
pensationseinrichtung geschieht. Die einzelnen Versuchsreihen werden 
stets am gleichen Vor- oder Nachmittag abgeschlossen. Aus mehrfachen 
Wiederholungen werden Mittelwerte errechnet. 


Experimentelier Teil. 
Die erste Versuchsreihe befaBt sich mit den Diffusionsvorgangen 
von Elektrolyten, zunachst mit der Warmebildung bei Wanderung von 
Anionen durch die Membran. Die hier untersuchten Anionen waren 
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Abb. 2. 


Chlor, Brom, Jod. Das Kation war stets das gleiche, namlich Kalium 
oder Natrium. Die beiden Lésungen, welche in die Zwillingsréhren 
kamen, waren je genau isosmotisch gemacht, um jede Wasserwanderuny 
auszuschlieBen. Da auBerdem stets das gleiche Kation vorhanden war 
diirfte die Temperaturerhéhung, die beobachtet wurde, auf die 
Wanderung der Anionen zuriickgefiithrt werden kénnen. Den all- 
gemeinen Verlauf dieser Versuche zeigen die Abb. 2 und 3. 

Der allgemeine Verlauf ist in beiden Fallen, gleichgiiltig, ob das 
Kation Natrium oder Kalium ist, der gleiche. Ubereinstimmend zeigt 
sich in beiden Fallen ein steiler, starker Anstieg der Temperatur. Es 
kann eine Erwarmung bis iiber 0,7° stattfinden (der ganzen Membran) 
demnach eine sehr erhebliche Temperatursteigerung. Der Anstieg ist 
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ein sehr rascher, er riihrt davon her, daB zunachst sich die Membran 
infolge des Diffusionsvorganges erwarmt. Darauf folgt ein zwar nicht 
ganz so steiler, aber doch rascher Abfall, der davon herriihrt, daB die 
Temperatur zwischen Membran und umgebender Fliissigkeit sich aus- 
zugleichen beginnt. Erst hieran schlieBt sich eine lang anhaltende 
Periode von fast konstanter Temperaturerhéhung. Bei naherem Zu- 
sehen ergeben sich namentlich im Anfangsteil deutliche Unterschiede 
je nach den wandernden Anionen. Die héchste Temperatursteigerung 
tritt ein beim Ausgleich zwischen Brom und Jod, und zwar unabhangig 
davon, ob das Kation Natrium oder Kalium ist. Die zweitgréBte Tem- 
peratursteigerung bei Chlor gegen Brom und die geringste Temperatur- 
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Abb. 3. 


steigerung bei Chlor gegen Jod. Um den Ursachen dieser Unterschiede 
nachzugehen, habe ich versucht, dieselben in Beziehung zu den Wande- 
rungsgeschwindigkeiten der Ionen zu setzen. Wie die untenstehende 
Zahlenreihe zeigt, ergibt die Summe der Wanderungsgeschwindigkeiten 
von Brom und Jod die Zahl 134, diejenige von Chlor und Jod die Zah| 
131,84 und diejenige von Chlor und Brom die Zahl 132.8: 


| 67.60 | 65,44 65.44 
Brom -+- Jod: 66,40 Chlor + Jod:? 6640 Chlor + Brom:! 67,36 
| 134,00 131,84 132,80 


Diese Zahlen weisen die gleichen Unterschiede auf wie die von mir 
beobachteten Temperatursteigerungen und man kénnte daher den 











100 L. Asher: 


SchluB ziehen, dab die Temperatursteigerung bei Diffusion von Tonen 
unter anderem eine Funktion der Wanderungsgeschwindigkeit sei, 
Um diesen Unterschied noch deutlicher hervortreten zu lassen, habe ich 
die Lonengeschwindigkeiten in Beziehung zur Temperatur der beiden 
Versuchsreihen graphisch dargestellt. In Abb. 4 bedeuten die beiden 
Abszissen die Temperaturen, die Ordinaten die Summe der Ionen- 
geschwindigkeiten. Die resultierende Kurve ist annahernd eine Gerade, 
woraus eine Bestatigung der Beziehung annahernder Proportionalitat 
zwischen Wanderungsgeschwindigkeit und Temperatursteigerung folgt. 
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Im weiteren Verlauf des Versuchs verwischen sich die Unterschiede. 
Der Hauptgrund, weshalb wahrend eines langeren Versuchs die Tem- 
peratur wahrend der Diffusion gleich blieb, liegt in der Versuchs. 
bedingung, daB die Lésungen médglichst streng isosmotisch waren. 

Die nachste Versuchsreihe befaBt sich mit der Temperatursteigerung 
bei Wanderung der Kationen. Als Kation dienten H-lonen und K-Ionen, 
wahrend in dieser Versuchsreihe das stets gleiche Anion Chlor war. 
Abb. 5 stellt die Versuchsergebnisse dar. Wiederum ergibt sich ein 
sehr steiler Anstieg, ein weniger steiler, aber immerhin relativ rascher 
Abfall und dann die andauernde Warmebildung wahrend des Diffusions- 
vorganges. Sehr klar tritt der Unterschied zwischen der Tempera- 
tursteigerung bei Wanderung von H-lIonen gegeniiber derjenigen 
bei Wanderung von K-Ionen zutage. Bei weitem die gré8te Tem- 
peratursteigerung fand ich bei der Diffusion von Salzsdiure gegen 
Kaliumchlorid. Die Temperatursteigerung betrug 1,15°, wahrend 
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diejenige bei der Wanderung von Kalium gegen Natrium nur etwas 
unter 0,69 betrug. Hier tritt klar zu tage, daB die Wanderungsgeschwin- 
digkeit das Bestimmende ist, denn von allen benutzten Stoffen hat das 
H-Ion bei weitem die gréBte Wanderungsgeschwindigkeit. 

Die nachste Versuchsreihe befaBt sich mit der Temperatursteigerung 
der Membran, wenn Nicht-Elektrolyte diffundieren. Als Nicht-Elektro- 
lyte wurden Traubenzucker und Harnstoff gewahlt. Es wurden drei 
Versuchsreihen angestellt. Diffusion von Traubenzucker gegen Harn- 
stoff, beide Stoffe in streng isosmotischer Lésung. Sodann Trauben 
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Abb. 5. 

















zucker gegen reines Wasser und Harnstoff gegen reines Wasser. Die 
grobte Temperatursteigerung fand sich bei der Diffusion von Trauben- 
zucker und Harnstoff gegen reines Wasser. Die Temperatursteigerungen 
betrugen 1,08 bis 1,159. Diese hohen Temperatursteigerungen rithren 
im wesentlichen von der Ausgleichung des osmotischen Druckes her. 
Bei der Diffusion von Traubenzucker gegen Harnstoff ist die Warme- 
bildung anfanglich eine sehr viel kleinere. Sie betragt nicht viel mehr 
als 0,44°. Sie ist also nicht bloB sehr viel kleiner als diejenige bei Aus- 
gleich eines osmotischen Druckunterschiedes, sondern auch viel kleiner 
als die Temperatursteigerung bei Diffusion von Elektrolyten. Sie 
betragt ungefahr die Halfte. 

Fragt man nach dem Grunde, weshalb bei der Diffusion von Ionen 
eine gréBere Temperatursteigerung beobachtet wird, so diirfte derselbe 
in der groBen, die einzelnen Ionen umgebenden Wasserhiille zu suchen 
sein, einer Wasserhiille, welche eine gréBere Reibung in den Poren der 
Membran veranlaBt. Die hier dargestellten Verhaltnisse sind in Abb. 6 
wiedergegeben. 
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In der nachsten Versuchsreihe wurden die Temperatursteigerunge: 
miteinander verglichen, wenn Dinatriumphosphat gegen Mononatrium 
phosphat, Traubenzucker gegen Harnstoff und Natriumbromid gegen 
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Natriumjodid diffundierte. In allen drei Fallen wurden isosmotische 
Lésungen angewandt, so daB die Wasserwanderung auBer Betracht 
fallt. Wie Abb. 7 zeigt, ist die gréBte Temperatursteigerung bei der 
Diffusion von Natriumbromid gegen Natriumjodid festzustellen. Die 
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maximal erreichte Temperatur betrigt 0,740. 
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Bei der Diffusion Di- 


natriumphosphat gegen Mononatriumphosphat betragt die Temperatur- 
steigerung 0,56, bei der Diffusion von Traubenzucker gegen Harnstoff 
Die Temperaturbildung bei der Diffusion von Dinatriumphos- 
phat gegen Mononatriumphosphat steht in der Mitte. Offenbar riihrt 
dies daher, daB die Dissoziation der beiden Phosphatsalze eine sehr 
viel geringere ist als diejenige von Natriumbromid und Natriumjodid. 
Es ist die geringere Ionendissoziation in diesem Falle sehr viel maB- 
gebender als der Unterschied in der Wasserstoffionenkonzentration 
der beiden Salze, von denen das eine leicht nach der sauren, das andere 
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leicht nach der alkalischen Seite von der Neutralitat abweicht. Im 
spiteren Teil der Versuche sind zwar Unterschiede vorhanden, aber 


sie sind nicht charakteristisch. 

Schon mehrfach wurde darauf hingewiesen, da die Temperatur- 
steigerung sehr lange Zeit andauert, was ja auch vorauszusetzen war, weil 
der Diffusionsvorgang ein sehr langsamer ist und weil, da er in meinen 
Versuchen vollkommen ungestért verlauft sowie die Fliissigkeit wahrend 
der ganzen Zeit in Ruhe bleibt, kein Moment vorliegt, den langsamen 
Diffusionsvorgang irgendwie zu beschleunigen. In einer eigenen Ver- 
suchsreihe wurde gepriift, wieviel Stunden die Temperatursteigerung 
wahrend der Diffusion beobachtbar ist. Abb. 8 zeigt, daB selbst nach 
48 Stunden bei der Diffusion! von Natriumbromid gegen Natriumjodid 
und von Traubenzucker gegen Harnstoff eine Temperatursteigerung, 
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also eine Warmebildung in der Membran nachweisbar ist. Der Unter. 
schied in der anfanglichen Warmebildung bei Elektrolyt- und Nicht. 
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Elektrolytwanderung ist auch aus dieser Abbildung klar zu ersehen 
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Abb. 10. 





In der nachsten Versuchsreihe diffundierte Natrium- und Magnesium. 
sulfat gegen Harnstoff und gegen Zucker. Die Ergebnisse dieser Versuchs- 
reihe finden sich in Abb. 9 und 10. 
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Die Diffusion isosmotischer Natriumsulfatlésung gegen Harnstoff 
und Magnesiumsulfatlésung gegen Harnstoff ergab in beiden Fallen 
eine sehr groBe anfangliche Warmebildung. Das Magnesium wurde 
gewahlt, weil das Magnesiumkation eine relativ sehr langsame Wande- 
rungsgeschwindigkeit besitzt. Das kommt auch darin, allerdings schwach, 
zum Ausdruck, daB die anfangliche Temperatursteigerung geringer ist 
als beim Natriumsulfat. Es scheint aber der EinfluB des sehr rasch 
wandernden Sulfations zu iiberwiegen. Ahnlich liegen die Dinge bei der 
Diffusion gegen Traubenzucker (vgl. Abb. 10). Die Temperatursteigerung 
ist etwas geringer. Der Unterschied kénnte auf dem gréBeren Molekular- 
gewicht des Traubenzuckers beruhen. In Abb. 10 ist ein Diffusions- 
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versuch von Magnesiumsulfat gegen reines Wasser dargestellt. Hier 
kommt die Wirkung des groBen osmotischen Druckunterschiedes zur 
Geltung. 


SchlieBlich wurde eine Versuchsreihe angestellt mit Alanin, und 
zwar aus zwei Griinden. Erstens ist Alanin ein biologisch wichtiger 
Stoff und zweitens ist Alanin als Ampholyt ein Stoff, der je nach der 
Reaktion des Milieus sauer oder basisch sein kann. In Abb. 11 sind 
Versuche dargestellt, wo Alanin entweder in Harnstoff oder in Trauben- 
zucker gelést war und auf der Gegenseite die gleiche Lésung von Nicht- 
Elektrolyten sich befand. Wenn die Harnstofflésung mit Alanin von 
Normalkonzentration versetzt war; kam es zu einer anfanglichen Tem- 
peratursteigerung von etwa (46°, einer Temperatursteigerung, die 
deutlich geringer ist als diejenige der starken Elektrolyte. 


Wenn die Traubenzucker- oder Harnstofflésung nur n/10 in Alanin 
war, war dementsprechend die Temperatursteigerung noch viel geringer. 
Wird Alanin nur in n/10 Lésung zugesetzt, so sind die Temperatur- 
steigerungen dementsprechend viel kleiner und sie sind annahernd die- 
selben, gleichgiiltig, ob Alanin aus Traubenzucker oder aus Harnstoff- 
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lésung diffundiert. Sie ist bei Diffusion aus der Harnstofflésung um ein 
ganz geringes anfanglich gréBer, entsprechend dem kleineren Molekular- 
gewicht des Harnstoffs. 

Wie viel geringer die Temperatursteigerung wahrend der Diffusion 
eines nur sehr schwach dissoziierten Ampholyten, wie wir es ja schon 
in Abb. 10 gesehen hatten, ist, geht aus Abb. 11 hervor, wo Alanin in 
Harnstoff gelést wurde. Die Versuche dieser Reihe bezwecken nicht 
bloB, nochmals die Verhaltnisse bei der Diffusion von Alanin, sondern 
auch die Unterschiede, je nachdem das Alanin sich in einer basischen oder 
in einer sauren Lésung befand, zu priifen. Es zeigte sich auch, daf die 
Temperatursteigerung etwas groBer ist, wenn Alanin aus saurer Lésung 
diffundiert, als wenn es aus basischer Lésung diffundiert. Der Zustand 
des Ampholyten ist demnach mitbeteiligend fiir die GréBe der Tem. 
peratursteigerung bei der Diffusion. 

In dieser Arbeit ist gezeigt worden, da} bei der Diffusion eine sehr 
merkliche Warmebildung in Membranen stattfindet. Die Warme- 
bildung ist, soweit meine Versuche reichen, am gréBten, wenn Ionen 
durch die Membranen wandern, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, 
da die Ionen von einer Wasserhiille umgeben sind, die gréBere Reibung 
zur Folge hat, als wenn Teilchen durch die Membran wandern, die ent- 
weder keine oder eine nur kleine Wasserhiille besitzen. 

Dementsprechend haben Elektrolyte mit sehr kleiner Dissoziations- 
konstante eine geringere Warmebildung zur Folge. Noch geringer ist 
die Warmebildung, wenn Nicht-Elektrolyte wandern. Voraussetzung 
fiir die Giiltigkeit der hier ausgesprochenen Regeln ist die peinliche 
Innehaltung des isosmotischen Druckes auf beiden Seiten der Membran, 
denn bei osmotischer Druckdifferenz bedingt die Abwanderung von Wasser 
durch die Membran eine erhebliche Warmebildung. Die Mehrzah| 
der hier geschilderten Versuche ist mit Kollodiummembranen angestellt 
worden, Membranen, die einigermaBen den biologischen nahekommen 
und die auch sehr genau in bezug auf ihr physikalisch-chemisches Ver- 
halten namentlich von Michaelis untersucht worden sind. 

Der Nachweis von Warmebildung in der Membran bei Diffusion 
ist vom physiologischen Standpunkt aus in doppelter Beziehung von 
Interesse. Warmebildung ist ein energetischer Vorgang. Wenn man bei 
Untersuchungen der Prozesse im lebenden Organismus auf Warme- 
entwicklung st68t, wird 6fters daraus der SchluB gezogen, dal} 
aktive, ja sogar vitale, jedenfalls rein chemische Krafte im Spiele sein 
miissen. Wir sehen aber hier bei einem rein physikalisch-chemischen 
ProzeB, daB Energieentwicklung auftritt, eine Energieentwicklung, 
bei der jegliches Vitale vollstaindig ausgeschlossen ist. Der zweite 
Punkt, der von Interesse zu sein scheint, ist der, daB die merkliche 
Warmebildung, die bei dem Durchtritt von Ionen durch eine Membran 
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nachgewiesen werden konnte, vielleicht mit zur Erklarung der Warme- 
bildung herangezogen werden kann, die man wahrend des Ablaufes 
des Erregungsvorganges im Nerven gefunden hat. Man ist natiirlich 
veneigt, diese auf Stoffwechselvorgange zuriickzufiihren und kann 
als Stiitze fiir diese Auffassung anfiihren, daB es auch gelungen ist, 
einen Atmungsvorgang im Nerven nachzuweisen, wobei immerhin 
bemerkt sein mége, da der Atmungsvorgang des Nerven nicht einer 
allseitigen Anerkennung sich erfreut. Da nach allem, was wir bis jetzt 
wissen, der ProzeB der Fortpflanzung und der Erregung von [onen- 
verschiebung begleitet ist, liegt die Méglichkeit vor, die natiirlich durch 
strenge quantitative Rechnung gepriift werden mu, daB ein gewisser 
Teil dieser Warmebildung im Nerven auf der Ionenverschiebung be- 
ruhen kénnte. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Methode der Messung der Warmebildung in einer 
Membran wahrend der Diffusion ausgearbeitet. 

2. Es konnte nachgewiesen werden, da bei Ausgleich eines osmoti- 
schen Druckunterschiedes durch Wasserwanderung eine erhebliche 
Warmebildung in der Membran stattfindet. 

3. Die Wanderung der einzelnen Ionen durch die Membran ist 


von einer erheblichen Warmebildung begleitet. 


4. Elektrolyte von sehr kleiner Dissoziationskonstante rufen eine 
geringere Warmebildung hervor. 

5. Noch geringer, wenn auch immerhin erheblich, ist die Warme- 
bildung bei Diffusion von Nicht-Elektrolyten. 











Bestimmung der zirkulierenden Blutmenge mit Hilfe 
von Kohlenoxyd auf maBanalytischem Wege. 


Von 


Ladislaus Széesényi-Nagy und Ella B. Hatz. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Kénigl. Ungar. Franz-Josef-Universiti 
Szeged, Ungarn.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1940.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Bestimmung der zirkulierenden Blutmenge brachten zuerst 
Gréhant und Quinquaud im Jahre 1882 Kohlenoxyd zur Anwendung 
indem sie die Sauerstoffaufnahmefahigkeit des Hamoglobins der rote: 
Blutkérper vor bzw. nach Einatmung von Kohlenoxyd bestimmten 
und aus diesen Werten die Blutmenge berechneten. Seitdem wurde: 
zahlreiche Methoden zur Bestimmung der durch das Blut gebundene: 
Kohlenoxydmenge ausgearbeitet. So gaben z. B. Haldane und Siti 
ein Verfahren an, welches sich auf den kolorimetrischen Vergleich des 
hamolysierten kohlenoxydhaltigen Blutes mit einer Lésung von Karmin. 
rot griindet. Plesch bediente sich eines selbst konstruierten ,,Chromo- 
photometers**, mit dessen Hilfe unter Anwendung eines schwerfalligen 
Verdiinnungsverfahrens die Kohlenoxydaufnahmefahigkeit ermittelt 
werden konnte. Dieses Verfahren wurde von Parnas und Sieniawski. 
ferner auch von J. May durch Heranziehung des Pulfrichschen Photo 
meters und Anwendung monochromatischen Lichtes (Quecksilber- 
lampe) verbessert. Zuntz und Plesch bestimmten die Menge des ge- 
bundenen Kohlenoxyds, indem sie es zu Kohlendioxyd verbrannten 
und dann die Menge des letzteren bestimmten. Van Slyke und Sal. 
vensen setzten das durch das Blut gebundene Kohlenoxyd in Freiheit 
und bestimmten seine Menge auf gasanalytischem Wege. 

Der ungarische Hygieniker J. Fodor schlug bereits im Jahre 1s 
zum Nachweis des in der Luft enthaltenen Kohlenoxyds Palladium. 
chloridlésung vor. Aus dieser Lésung wird durch die reduzierende 
Wirkung des Kohlenoxyds im Sinne der Gleichung: 

PdCl, + CO + HO = Pd + CO, + 2 HCl 
metallisches Palladium in Form eines schwarzen Niederschlags in 
Freiheit gesetzt. L. Winkler konnte spiter (1934) zeigen, daB sich die 
Menge des ausgeschiedenen metallischen Palladiums maBanalytisch 
genau bestimmen lat, wodurch zugleich eine sehr genaue Bestimmung 
des Kohlenoxyds erméglicht wird. Die Winklersche Methode konnte 
von Rusznydk und Hatz mit Erfolg in den Dienst einer Hamoglobin- 
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bestimmungsmethode gestellt werden. Dieselbe Kohlenoxydbestim- 
mungsmethode haben wir jetzt zur Bestimmung der zirkulierenden 
Blutmenge herangezogen. 


Erforderliche Reagenzien. 

1. Octylalkohol. 

2. Kaliumferricyanidlésung: 92 ccm 32°,ige Kaliumferricyanid- 
lésung + 8cem konz. Milchsaure. 

3. Palladiumchloridlésung nach L. Winkler: Man lést 0,2 g reines 
metallisches Palladium (Draht) unter Erwarmen in 10 cem Ko6nigs- 
wasser und dampft die Lésung in einer Porzellanschale am Wasserbad 
ab. Der Riickstand wird in 10 cem 20° /,iger Salzséure gelést und wiederum 
abgedampft: letzteres wird dreimal wiederholt. Den so gewonnenen 
nitratfreien Riickstand lést man durch langsames Erwarmen in einer 
Lésung, bestehend aus 10g Kaliumbromid, 20 cem n Salzsaure und 
100 cem dest. Wasser auf. Nun wird die Lésung mit 1 cem Alkohol 
versetzt, ein bis zwei Siedesteinchen zugegeben und 10 Minuten gekocht. 
Nach dem Erkalten lést man in dieser Fliissigkeit 5 g¢ reines Natrium- 
acetat auf, filtriert durch ein Wattebauschchen und verdiinnt mit 
dest. Wasser bis auf 200 ccm. Die so gewonnene 1° »,ige Palladium. 
lésung ist rétlichbraun, vollkommen klar und in einer gut verschlie(}- 
baren Flasche ohne Veranderung haltbar. 

4. 0,02 n Kaliumbromatlisung: 0,5567 g Kaliumbromat pro anal, 
werden auf | Liter in dest. Wasser gelést. 


3d. 0,02 n Natriumarsenitlisung: 0.9893 ¢ bei 100°C getrocknetes 
Arsentrioxyd pro anal. und 1g Natriumhydroxyd werden in 20 ccm 
Wasser durch gelindes Erwarmen gelést, mit 500 ccm dest. Wasser 
2cem konz. Schwefelsiure versetzt, nachher auf Raumtemperatur 
abgekiihlt und schlieBlich mit dest. Wasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 
6. Jodlisung: Einige Kristallechen Jod werden in einer Glasstépsel- 
flasche mit 100 ccm dest. Wasser iibergossen und griindlich durch- 
geschiittelt. 
7. Tetrachlormethan pro anal. 
§. 10% 
9. Méglichst reines Kohlenoxyd. Das Gas wird auf bekannte Weise 


ge Salzsdure. 

durch Erhitzen von Ameisensiure und konz. Schwefelsaure dargestellt 
und in einem entsprechenden GefaB (z. B. Gasometer ; Sperrfliissigkeit : 
Wasser) aufbewahrt. 


Zur Einatmung des Kohlenoxyds beim Tier gebrauchten wir den 


Apparat von Zuntz und Plesch. Das genau abgemessene Kohlenoxyd 
wird mit Sauerstoff vermengt, mit Hilfe einer entsprechenden Maske 
vom Versuchstier (Kopf des Hundes dick mit Vaselin eingeschmiert) 
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eingeatmet und der Apparat binnen 5 bis 7 Minuten mit Sauerstofi 
nachgefillt, um dem Versuchstier samtliches Kohlenoxyd ohne Verlus: 
zuzufithren. Unmittelbar nach erfolgter Einatmung wurden 10 cen 
Blut entnommen und mit .,.Novirudin*: oder ,,Liquoid Roche* gut dure! 
geschittelt. 


Die Bestimmung des durch die Blutprobe gebundenen Kohlenox yds 
erfolyt mit Hilfe des nebenstehend abgebildeten Apparates (Abb. 1 
Durch Trichter 4 werden 2 oder 5cem Blut, zum Nachspiilen des 
Trichters 5 ccm dest. Wasser und schlieBlich noch einige Tropfen Oct y! 
alkohol in das Zersetzungs 
gefaB (4) eingefiihrt. Durch 
Rohr d laBt man kurze Zeit 
Stickstoff aus einer Bombe in 
schwachem Strom durch den 
Apparat streichen und ver- 
bindet nachher mit Hilfe eines 
Gummischlauches Rohr C mit 
dem Hahn ¢ des Apparates 








welcher vorher mit dest. Wasser 
gefiillt wurde. Nun 6ffnet man 
Hahne ¢ und a: das allmah- 
pee lich eindringende Stickstoffgas 
drangt das Wasser durch Hahn vw 


tropfenweise hinaus. Gleichzeitig fiihrt man durch Trichter 6 in das 


GefaB A 2 ccm Kaliumferricyanidlésung ein, wodurch das vom Blut 
gebundene Gas sofort in Freiheit gesetzt und durch den durch. 
strémenden Stickstoff gleich in das SammelgefaB B iibergefiihrt wird 
Es ist darauf zu achten, daB aus dem Sammelgefa B nicht samtliches 
Wasser verdrangt werde, sondern es sollen noch ungefaihr 10 ccm 
zuriickbleiben. Ist die Ansammlung des Gases so weit vorgeschritten, 
dreht man die bisher offenen Hahne des GefaBes B zu und trennt die 
Schlauchverbindung zwischen GefiB A und B. Jetzt wird mit Hilfe 
eines bei a angesetzten Schlauches der letzte Rest des Wassers bis 
auf einige als Sperrfliissigkeit dienende Tropfen — herausgesaugt. 
wodurch im GefaB B ein schwacher Unterdruck entsteht (selbstredend 
darf wahrend des Saugens nur Hahn a als einziger geéffnet werden’). 
Dieser Unterdruck erméglicht die Einfiihrung von 10 ccm Palladium. 
chloridlésung durch Trichter 6, und zwar ohne irgendeinen Gasverlust 
Nun schiittelt man das GefaB 10 Minuten lang und laBt danach 

zwecks Sicherung eines vollstandigen Reaktionsverlaufs — noch 
2 Stunden lang stehen. Das dem Kohlenoxyd aquivalente metallische 
Palladium scheidet sich inzwischen in Form schwarzer Flocken aus 
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und man kann nun zur mafbanalytischen Bestimmung desselben 
schreiten. Nach dem Offnen des Hahnes ¢ versetzt man den Ansatz 
durch Trichter 4 mit 2 cem Tetrachlormethan, 2.00 cem 0.02 n Kalium- 
bromatlésung, 5ecm 10° iger Salzsaure und I] ccm Jodlésung, dreht 
die Hahne zu und schiittelt das GefaB so lange. bis das Palladium 
vollstandig in Lésung geht. Durch Hahn a@ wird nun die Reaktions- 
fliissigkeit in das TitriergefaB C abgelassen und durch wiederholtes 
Nachspiilen mit dest. Wasser fiir eine quantitative Uberfiihrung gesoret. 
Der Bromiiberschu8B wird durch Titrieren mit 0.02 n Natriumarsenit- 
lésung bestimmt, und zwar so, dag man die MeBlésung in allmahlich 
abnehmenden Portionen hinzutraufeln laBt, nach jeder Portion den 
Glasst6psel aufsetzt und das Gemisch gut durchschiittelt. Aus der 
Anderung der Farbe des Tetrachlormethans, das sich in der Verencung 
des TitriergefaiBes in Ruhelage rasch ansammelt, laBt sich der Endpunkt 
scharf beobachten: die anfangs gelbliche Farbe des Tetrachlormethans 
verblaBt allmahlich, in der Nahe des Endpunktes wird die Lésung 
vollkommen farblos und schlagt dann scharf beim Endpunkt plétzlich 
in eine ganz hellrosa Farbe um. 


Zwecks Titerstellung der MeBlésungen geniigt es einen Leerversuch 
durchzufiihren: ein Ansatz von 10 cem Palladiumchloridlésung., 2 cem 
Tetrachlormethan, 2,00 ccm 0,02 n Kaliumbromatlésung, 5 ccm 10°, iger 
Salzsiure und leem Jodlésung wird im Titriergefi}S ( in der oben 
angegebenen Weise mit 0,02 n Natriumarsenitlésung titriert. In der 
Regel werden bis zum Endpunkt 1,90 0.05 cem Melésunge ver- 
braucht. 


Berechnung: 1 com 0,02 n Kaliumbromatlésung entspricht 0,224 cem 
Kohlenoxyd von 6°C und 760mm Druck. Wurden z. B. durch das 
Versuchstier 50 cem Kohlenoxyd von 23°C bei einem Barometerstand 
von 753 mm eingeatmet, so laBt sich durch Anwendung der bekannten 
Formel die eingefiihrte Kohlenoxvdmenge in das Volumen des Normal- 
zustandes (°C, 760 mm) umrechnen: 


50+ 753 
1 + 23 
273 ) 


v= = 43,5 ccm. 


760 -( 


Wurden z. B. dann beim Leergang 1,85 ccm, ferner bei parallelen 
Ansitzen der Blutprobe 1,20 ccm Natriumarsenitlésung verbraucht, 
so entspricht die Differenz, also 0,65 ccm, der durch das metallische 
Palladium bzw. mittelbar durch das Kohlenoxyd verbrauchten Kalium- 
bromatlésung. Es ergibt sich also aus diesem herausgegriffenen 
Beispiel, daB die in 5ccm Blut gebundene Kohlenoxvdmenge 0,65 

0,224 0.148 cem war. Kennt man nun die Gesamtmenge des 


8 * 
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Kohlenoxyds, welche vom Versuchstier eingeatmet wurde, so laBt si 


die zirkulierende Blutmenge aus der Gleichung 0,148: 5 = 43,5: x} 
rechnen; sie betragt im angefiihrten Falle 1476 ccm. 
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Kine Methode zur Bestimmung kleinster Mengen 
von Zinn und ihre Anwendung bei biochemischen 
Materialien. 

Von 
J. Schwaibold, W. Borchers und G. Nagel. 

(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 
(Eingegangen am 1, Juli 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei einer Durchsicht des gegenwartigen Standes unserer Kenntnisse 


iiber die Verbreitung der Spurenelemente bei Pflanze und Tier und iiber 


ihre biologische Bedeutung (1) ist festzustellen, daB das vorliegende Tat 
sachenmaterial hinsichtlich des Zinns sehr geringfiigig ist. Dies erscheint 
um so tiberraschender, als bei verschiedenen in der Erdrinde in ahnlicher 
Verbreitung (B, Br, As u. a.) oder in geringeren Mengen (Se, J, Hg u. a.) 
vorliegenden Elementen mehr oder weniger umfangreiche Untersuchungs- 
ergebnisse vorliegen und das Zinn als Werkstoff fiir Maschinen, Gerite 
und Verpackungsmaterial in der Lebensmittelindustrie eine bedeutende 
Rolle spielt, in der Heilkunde z. B. als homéopathisches Arzneimittel 
verwendet wird und verschiedentlich mit Vergiftungsfallen in Zusammen- 
hang gebracht worden ist (2) (4). 


Die bisher vorliegenden Untersuchungen iiber das Vorkommen des 
Zinns in pflanzlichen und tierischen Produkten haben sich im wesentlichen 
auf solche Materialien beschrankt, die als Konserven in verzinnten Dosen 
dureh Korrosion der Verzinnung mehr oder weniger stark mit Zinn an- 
gereichert waren, woriiber die Zusammenstellung von Rost (3) einen Uberblick 
gibt. Im Gegensatz zu den im gleichen Band enthaltenen Zusammen- 
stellungen iiber verschiedene andere Elemente, wie Zn, Cu, Al, Hg, As und J, 
findet sich hier kein Hinweis auf Angaben iiber das natiirliche Vorkommen 
des Zinns. Auch in der ausfiihrlichen Arbeit von Esser (4) sowie in Landois- 

vosemann (5) ist nur auf eine einzige Arbeit verwiesen, wonach die normalen 
menschlichen Organe ebensoviel Zinn wie Zink enthalten (z. B. 137,6 mg/kg 
in der Leber, 25,9 mg/kg in der Lunge, 15,7 mg/kg im Herzen); mit Riick- 
sicht auf die in dieser Arbeit angewandte chemische Untersuchungsmethodik, 
auf die wir noch zuriickkommen werden, sind deren Ergebnisse nicht ohne 
weiteres als mit der Wirklichkeit iibereinstimmend anzusehen. Ein weiterer 
Versuch zur Bestimmung des normalen Zinngehalts menschlicher Organe 
mit chemischer Methode liegt von Yung-bing Dschang (7) vor, wo jedoch 
nur mitgeteilt wird, daB in den verschiedenen Organen in keinem Falle 
mehr als 0,3 mg Sn je kg Trockensubstanz gefunden wurde. Im iibrigen 
liegen aus neuerer Zeit einige Arbeiten vor, in denen die Bestimmung des 
Zinngehalts in pflanzlichen und tierischen Materialien auf spektrographi- 
schem Wege versucht worden ist. Die Ergebnisse sind jedoch nicht sehr 
iiberzeugend und auch teilweise widersprechend. So fanden Bertrand und 
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Ciurea (8) Zinn in allen untersuchten menschlichen Organen und Gewel) 
(0,5 bis 18,0 mg/kg), Boyd und De (9) nur in einigen der untersucht. 
Organe und Pflanzen, Rusoff und Gaddum (10) rege! maBig in neugeboren, 
Ratten, Drea (11) konnte es nur ausnahmsweise in der Milch nachwei-: 
und Esser (4) konnte bei Fiitterungsversuchen mit Zinn in keinem Falle \; 
im Zentralnervensystem der Versuchstiere nachweisen und hatte Schwieri: 
keiten beim spektrographischen Nachweis des Zinns in reiner 0,00] 
Losung, 

Dieser Uberblick liBt erkennen, daB die Kenntnis tiber das Vo) 
kommen des Zinns in Pflanze und Tier und seine biologische Bedeutiiny 
noch sehr geringfiigig ist und da} dies zweifellos weitgehend dara! 
zuriickzufiihren ist, daB sowohl! die physikalische als auch besonde: 
die chemische Methodik fiir derartige, Untersuchungen noch unzureichend 
ist. Wir haben daher die im folgenden beschriebenen Untersuchunee: 
durchgefiihrt. 


1. Kolorimetrische Bestimmung kleinster Mengen Sn. 


Die oben besprochenen und sonstigen Untersuchungen iiber 
Zinngehalt von tierischem und pflanzlichem Material, besonders 
Konserven, sind tiberwiegend mit gravimetrischer (SnQO.,) oder titri 
metrischer (z. B. Jodtitration von Sn’) Methede durchgefiihrt worden 
Erstere kann nur dann ein einigermaBen genaues Ergebnis liefen 
wenn die zu bestimmende Zinnmenge wenigstens einige mg betriivi 
also nur bei héheren Zinnkonzentrationen in organischem Materia 
Misk (6) hat nach trockener Veraschung mit Zusatz von KOH den i 
HN Oz unléslichen Riickstand als SnO, angesehen; diese Arbeitsweis: 
fiihrte offenbar zu viel zu hohen Zinnwerten, Die Jodtitration des Zinn- 
als Sn’ erméglicht zwar die Bestimmung kleinerer Mengen, sie ist 
jedoch, wie aus den Arbeiten von Ove (12), Héltje (13) und andere: 
hervorgeht, etwas umstandlich (Fernhaltung der Luft), nicht spezifisc! 
da sie sich nur auf eine Reduktionswirkung griindet, und auch offenba: 
fiir kleine Zinnmengen nicht geeignet. Owe (12) stellte z. B. bei Ver 
wendung von 40g Untersuchungsmaterial (Konserven) eine Fehler 
grenze des Ergebnisses von +- 2,5 mg/kg Substanz fest, so daB hier)ei 
die bis jetzt gefundenen natiirlichen Zinngehalte biologischer Materialic: 
meist vollstindig innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegen. 

Fiir den mikrochemischen Nachweis des Zinns sind verschieder: 
Farbreaktionen angegeben worden, die aber nach Misk (6), Strafford (14 
und anderen mehr oder weniger unspezifisch und fiir die quantitative 


Bestimmung des Zinns jedenfalls nicht brauchbar sind. 


Strafford hat die Phosphormolybdanséurereaktion mit Zinn fiir desse1 
Bestimmung ausgearbeitet, wobei 20 » Zinn noch erfaBbar sind. Bei Gegen 
wart von organischem Material wird dieses mit H,SO, und HNO, verasc! 
und das Zinn durch H,S8-Fallung isoliert, wobei das die Reaktion stérend: 
Kupfer durch Thioharnstoff an der Mitfallung verhindert wird, Das x 
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fallte SnS, wird wieder aufgeschlossen, in einem geeigneten Apparat wird 
eine Reduktion mit Al vorgenommen, worauf die Farbreaktion angestellt 
werden kann. Bei Gegenwart von Titan mu auch dieses ausgeschaltet 
werden, ebenso reduzierende Stoffe (H,S, H,SO, u. dgl.). Das Reaktions- 
produkt muB dann mit Amylalkohol ausgeschiittelt werden, worauf diese 
Lésung kolorimetriert werden kann. Beleganalysen mit organischen 
Materialien werden nicht angegeben. Durch die Notwendigkeit der H,S- 
Fallung und durch das Reduktionsverfahren wird die Arbeitsweise etwas 
umstandlich und bei Anwendung auf biologisches Material erscheint die 
Méglichkeit von Verlusten bei der Abtrennung oder eines Fehlers durch 
unspezifische Reduktion gegeben}. 

Die vor einiger Zeit von Clark (15) angegebene Farbreaktion des 
Zinns mit Dithiol (Toluol-3, 4-dithiol) erscheint fiir jenes spezifisch 
und gleichzeitig sehr empfindlich; dabei bildet sich wahrscheinlich 
eine definierte Verbindung, ahnlich wie bei den Reaktionen zwischen 
Metallen und Dithizon. Clark hat dann auch ein Bestimmungsverfahren 
fiir kleine Zinnmengen angegeben. Die kolorimetrische Bestimmung 
macht Schwierigkeiten, da die Dithiol-Zinnverbindung sehr schwer 
loslich ist und daher auch in groBer Verdiinnung keine eigentliche 
Lésung bildet. Clark bediente sich daher eines Lovihbond-Tintometers, 
wobei die Messung bei diinner Schicht im reflektierten Licht vor- 
genommen wird. Wir haben diese Reaktion nachgepriift? und ihre 
leichte Durchfiihrbarkeit und groBe Empfindlichkeit bestatigen kénnen. 
Da einer allgemeineren Anwendung des Verfahrens die Verwendung 
eines Lovibond-Tintometers im Wege steht, haben wir ein neues Ver- 
fahren zur Bestimmung der Farbintensitét bzw. der Menge des Re- 


aktionsproduktes ausgearbeitet, das darauf beruht, daB die Reaktiens- 
fliissigkeit in einem Porzellanfiltriertiegel A 1, GréBe Nr. 0, filtriert 
wird; dabei wird die Sn-Dithiolverbindung quantitativ auf der Boden- 
flaiche des Tiegels zuriickgehalten und gibt dieser dadurch eine Farbung, 


deren Starke innerhalb eines gewissen Konzentrationsbereichs der 
vorhandenen Zinnmenge entspricht, die dann durch Vergleich mit einer 
Standardreihe solcher Tiegel ohne weiteres festgestellt werden kann. 


1 Nach Fertigstellung dieser Veréffentlichung wurde uns eine weitere 
Ver6éffentlichung (aus Referat) bekannt: Erling Mathiesen und Finn Ja- 
kobsen, Quantitative Zinnbestimmung in Nahrungsmitteln. Tidsskr. Kjemi 
Bergves. 19, 147— 150, Nov. 1939; Referat: Chem. Zentralbl. 1940 (1), 3864. 
Da uns das Original nicht zur Verfiigung steht, kénnen wir hier noch keine 
Stellung dazu nehmen; dies ist auch der Fall bei der Arbeit von R. de Giacom/, 
Die Bestimmung von Zinn in Nahrungsmitteln mit Dithiol. Analyst 65, 
216—218, April 1940; Referat: Chem. Zentralbl. 1940 (IT), 143. — ? Das 
benétigte Dithiol hat auf unseren Vorschlag hin die Firma Merck, Darm- 
stadt, entgegenkommenderweise hergestellt und uns iiberlassen. Das Pra- 
parat ist inzwischen von dieser Firma auch dem Verkauf unterstellt worden 
(vgl. Preisliste und 5. Auflage von Mercks ,,Priifung der Chemischen Rea- 
genzien auf Reinheit‘‘). 
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Ausfiihrung der Bestimmung. 

Sn-Standardlésung: Mit HCl schwach angesauerte Lésung von 
SnCl, - 2 H,O, entsprechend 100 y Sn je ccm; zur Entnahme kleinste: 
Sn-Mengen kann diese Lésung 1: 10 verdiinnt werden. 

Reagens: Etwa 0,1 g Dithiol werden in 50 ccm 1°%iger NaOH 
gelost unter Zusatz von etwa 5 Tropfen Thioglykolsiure. Diese Lésun, 
ist im Dunkeln (braune Tropfflasche) bei kiithler Aufbewahrung langere 
Zeit haltbar. Beim Auftreten gr6Berer Mengen einer weiBen Ausscheiduny 
ist sie nicht weiter zu verwenden. 

Die auf Zinn zu untersuchende Lésung (etwa 10 cem), deren Gehalt 
an HCl zwischen 1 und 10° liegen kann, wird im Reagensglas mit 
einigen Tropfen Thioglykolsiure und mit 10 Tropfen des Reagens 
versetzt und hierauf 1 Minute im siedenden Wasserbad erwarmt. Die 
bei Anwesenheit von Zinn nunmehr rotgefarbte Fliissigkeit wird ab- 
gekiihlt und rasch in einen Porzellanfiltriertiegel eingegossen, woraut 
sofort abgesaugt wird. Die Feststellung des Zinngehalts kann nun ohne 
weiteres durch Vergleich mit der Standardreihe vorgenommen werden 

Zur Herstellung der Standardreihe werden Proben der Standard- 
losung mit Gehalten von 2 bis 18 y Sn und Abstufungen von jeweils 
2y in gleicher Weise wie oben behandelt. Diese Standardreihe ist 
praktisch unbegrenzt haltbar. Durch Vergleich mit dieser Reihe kann 
die Zinnmenge einer zu untersuchenden Probe mit einer Fehlergrenze 
von etwa | y festgestellt werden; bei den untersten Werten kann der 
relative Fehler durch Abstufung der Standardreihe von 1 zu 1 y ver- 
bessert werden. Die giinstigsten Bedingungen der Auswertung liegen 
bei den mittleren und héheren Stufen vor, wo eine Fehlergrenze 
von 10°, und darunter erreicht werden kann. Bei héheren Zinn- 
konzentrationen der zu untersuchenden Lésungen ist nach einer Vor- 
probe eine entsprechende Verdiinnung vorzunehmen. Die verwendeten 
Tiege! sollen eine méglichst glatte Filterfliche aufweisen; dies wird 
am besten durch Verwendung von anderweitig noch nicht benutzten 
Tiegeln erreicht. Die Tiegel kénnen durch starke HN Og leicht wieder 
gereinigt werden. 


2. Die Bestimmung des Sn in biologischen Materialien. 


Veraschung. Bei einer derartigen Bestimmung mu im allgemeinen 


zunachst eine Zerstérung der organischen Stoffe vorgenommen werden, 
wobei die trockene oder die nasse Zerstérung zur Wahl steht. Auf Grund 
der friiher (16) gekennzeichneten Vorteile der trockenen Veraschung 
haben wir zunachst eine Reihe von Versuchen angestellt, indem bekannte 
Mengen der Standardlésung fiir sich allein oder als Zusatze zu Sn-freien 
organischen Stoffen (Glucose, Stearinséure, Casein) in Porzellan- oder 





Methode zur Bestimmung kleinster Mengen von Zinn usw. 117 


Quarzschalen erhitzt (500°) oder verascht wurden, im letzteren Falle 
unter Befeuchten und Abrauchen mit HN Og, nach der Veraschung ent- 
sprechend den friiheren Angaben. Nach derartiger Vorbehandlung 
konnten jedoch die zugesetzten Sn-Mengen nicht wiedergefunden 
werden und in den meisten Fallen fiel die Reaktion iiberhaupt negativ 
aus; auch die Behandlung der Riickstainde mit starker HCl oder HoSO,, 
oder sogar eine AufschluBbehandlung mit KCN, oder mit dem Gemisch 
von 8 und Na,CQOz, brachten keine Verbesserung der Ergebnisse. Nach 
unseren Beobachtungen wird das Zinn unter diesen Bedingungen in 
Sn O, iibergefiihrt (Auftreten von Anlauffarben in den Schalen) und geht 
dann bei der hohen Veraschungstemperatur sogar eine Verbindung 
mit Bestandteilen des Schalenmaterials ein, so daB es der Wirkung 
des Aufschlusses entzogen wird. Diese Schwierigkeiten konnten durch 
eine Modifikation der Veraschung beseitigt werden. Bei der angegebenen 
Veraschungsweise wird das Zinn nach der vollstandigen Verbrennung 
der Kohle wahrscheinlich einerseits vollstandig zu SnO, oxydiert und 
andererseits durch das Abrauchen des Riickstandes auf dem Boden 
der Schale niedergeschlagen, wodurch die Voraussetzung zu einer 
Reaktion mit dem Schalenmaterial geschaffen wird. Bei Verzicht 
auf ein Abrauchen mit HNOs, und bei Durchfiihrung einer vorsichtigen 
Veraschung derart, daB die Asche nicht zum Schmelzen kommt, wobei 
im allgemeinen noch Reste von Kohle zuriickbleiben, muBten diese 
unerwiinschten Vorgange verhindert werden kénnen. Auf diese Weise 
wurde, wie die unten angefiihrten Beleganalysen zeigen, die Anwendung 
der trockenen Veraschung fiir derartige Zinnbestimmungen erméglicht. 
Ein Hinweis in dieser Richtung ist auch schon von Jorski (17) gegeben 
worden; der dort vorgeschriebene NachaufschluB wird nach unserer 
Methede, falls notwendig, im Zinn-Destillationsapparat (vgl. unten) 
durchgefiihrt. 

Die nasse Veraschung mit H,SO, und HNO, ist, wie unten 
gezeigt wird, ebenfalls anwendbar, und zwar bei Verwendung reinster 
Reagenzien ohne Entstehen eines Blindwertes fiir Zinn. Diese Arbeits- 
weise ist aber bei Materialien mit sehr geringem Zinngehalt, bei denen 
eine gréBere Menge zu veraschen ist, und bei Fetten (18) praktisch 
kaum anwendbar. 

Isolierung. Bei der Untersuchung tierischer und pflanzlicher 
Materialien ist mit der Gegenwart der verschiedensten Elemente zu 
rechnen, Nun ist zwar die ziegelrote Farbe der Zinn-Dithiolverbindung 
fiir dieses Element charakteristisch, aber auch mit anderen Elementen 
entstehen Verbindungen, wie es Clark (19) fiir 4-Chlor-1, 2-dimercapto- 
benzol bei einer Reihe von Elementen festgestellt hat. Die Farben 
dieser Verbindungen sind von derjenigen der Zinnverbindung sehr 
verschieden, sie kénnen jedoch bei Gegenwart gréBerer Mengen solcher 
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Elemente die Farbe der letzteren mehr oder weniger verdecken, so da 
wenigstens fiir quantitatives Arbeiten eine Stérung auftreten kam 
Zut Ausschaltung jeglicher Stérung dieser Art haben wir eine Isolieruny 
des Zinns aus Aschelésungen durch Destillation als SnCl, vor 
genommen (20), fiir die eine einfache, ganz aus Glas bestehende | 
stillationsapparatur (vgl. Abb. 1) sehr geeignet ist: damit kénne: 
Zinnmengen von wenigen y bis zu mehreren mg in kurzer Zeit iiber 
getrieben werden. Das Zinn mu dabei als Sn’ vorliegen, was olin 
weiteres durch die Aufnahme der Asche mit H,SO,—HNO, und Al, 
dampfen der HNO. im Destillierkolben erreicht wird. 











Abb. 1. Apparat zur Destillation von Zinn. 


Ausfiihrung der Veraschung und Isolierung. 


Eine entsprechende Menge des zu untersuchenden Materials wird 


in eine tarierte Quarzschale (Durchmesser etwa 10 cm) eingewogen 
Die Menge richtet sich nach dem zu erwartenden Zinngehalt; sie kann 
z. B. bei Konserven aus verzinnten Dosen wenige g oder Bruchteile 
von g betragen, wenn es die Homogenitaét des Materials zulaBt, die 
gegebenenfalls durch feines Zerreiben erh6ht werden kann. Nun wird 
iiber kleiner Flamme getrocknet und verkohlt, hierauf iiber gréBerer 
Flamme oder im Muffelofen bei 500 bis 606° verascht, ohne die Ascli 
zum Schmelzen zu bringen. Die Dauer der Veraschung betrigt etwa 
1/, Stunde, bei kleinen Substanzmengen weniger, bei groBen mehr 
Die Asche, die eine mehr oder weniger graue Farbe (Kohlereste) auf- 
weisen soll, wird nach dem Abkiihlen mit 10 cem eines Gemisches von 
H.SO, und HNOsg (1:1) versetzt; nach kurzem Erhitzen wird in den 
Kolben des Destillationsapparates iibergegossen und die Schale mit 
weiteren 5 ccm des Saiuregemisches nachgespiilt. Der Inhalt des Kolbens 
wird 1/, bis 1 Stunde zum schwachen Sieden erhitzt; die Zeitdauer 





Methode zur Bestimmung kleinster Mengen von Zmn usw. 119 


richtet sich nach der Beschaffenheit des Veraschungsriickstandes, der 
dabei gegebenenfalls vollends verascht wird, und gleichzeitig wird die 
iiberschiissige H NO, entfernt. Unter Entweichen von H,SO,-Dampfen 
wird die Fliissigkeit hell bis farblos: falls die Fliissigkeit durch organische 
Stoffe noch dunkel gefarbt ist, so wird nach Zusatz von einigen ccm 
HNO, nochmals erhitzt. In der nun vollkommen klaren Fliissigkeit 
scheiden sich bisweilen infolge der hohen Saurekonzentration bei asche- 
reichen Materialien Salze aus, die nicht weiter stéren. Nach dem Er- 
kalten wird die Fliissigkeit mit etwa 5ccem destilliertem Wasser, 
mit dem die Quarzschale nachgespiilt wird, und 2 bis 3 ccm eines 
Gemisches von HCl und HBr (3:1) versetzt: hierauf wird unter 
Einleiten von CO, im Destillierapparat abdestilliert, bis die gelb 
gewordene Fliissigkeit sich wieder aufhellt und Dampfe von H,SO, 
auftreten. Aus einem Tropftrichter ]aBt man nun nochmals 2 bis 3 ccm 
des Sauregemisches (HCl —- HBr) zuflieBen und destilliert wieder in 
gleither Weise. Das Destillat wird unter Kiihlung in der Vorlage auf- 
gefangen: das hinter dieser sich befindliche, mit Glasperlen gefiillte 


Absorptionsrohr wird hierauf mit wenig Wasser nach der Vorlage hin 


ausgewaschen. 


In dem Destillat kann nun, nachdem man durch Verdiinnen mit 
Wasser oder Abstumpfen mit festem NaQH die Saurekonzentration 
auf 1 bis 10°, gebracht hat, die Zinnbestimmung mit Dithiol in der 
oben angegebenen Weise vorgenommen werden. 


Hier ist zu bemerken, da®B bei einer derartigen Destillation bei 
Gegenwart von Antimon und Wismut diese Elemente ebenfalls iiber- 
gehen kénnen. Bei ihrer Gegenwart in Mengen, wie sie bei dieser Be- 
stimmungsmethode fiir Zinn in Frage kommen, tritt keine merkiiche 
Stérung auf; bei Anwesenheit griBerer Mengen ein wahrscheinlich 
ziemlich seltener Fall kann eine Trennung durch entsprechende 
Leitung der Destillation vorgenommen werden (20), indem die Chloride 
von As und Sb schon in Gegenwart von HC! allein (neben H,SQ,) 
iibergehen, Bi dagegen bei Gegenwart von HCl und HBr erst iiber 
145° iibergeht, wahrend Sn dabei schon zwischen 130 bis 140° destilliert. 
Falls derartige stérende Mengen von As, Sb und Bi vorhanden sind, 
aber ihre Gegenwart vorher nicht bekannt war, macht sich diese durch 
eine Veranderung des rein ziegelroten Reaktionsproduktes des Sn 
mit Dithiol durch die Gegenwart des Reaktionsproduktes von As 
(gelblich), Sb (weiB) oder Bi (rotbraun) bemerkbar; in diesem Falle 
kann die Trennung durch entsprechende Wiederholung der Destillation 
nachgeholt werden. 

3. Analysen. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse von zwei Versuchsreihen wieder- 

gegeben, bei denen das Versuchsmaterial fiir sich allein cder nach 
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Tabelle I. Sn-Bestimmung nach trockener Veraschung ohne 
und mit Sn-Zusatzen. 





Butter, | y Sn zugesetzt ! 20 g 40 


/ 


jeweils 5g | y Sn gefunden yt Bae ie 38 


Spinat, Sn zugesetzt : 20 


} 
getrocknet, je 2g | y Sn gefunden 22 ) 62 


Zusitzen bestimmter kleiner Zinnmengen durch trockene Veraschung 
nach dem oben beschriebenen Verfahren verarbeitet worden ist. In 
den vorgelegten Mengen der Materialien war Zinn in mit dieser Methode 
nachweisbaren Mengen nicht enthalten; bei einem dieser Materialien 
ergab sich, wie in der Tabelle II zu ersehen ist, bei Verarbeitung eine: 
gréBeren Probe das Vorhandensein eines geringen natiirlichen Zinn- 
gehalts. Im _ iibrigen sind die zugesetzten Zinnmengen mit be- 
friedigender Genauigkeit wiedergefunden worden. 


In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Untersuchung einer Anzah| 
von Materialien pflanzlichen und tierischen Ursprungs zusammen- 


Tabelle II. Sn-Bestimmung bei verschiedenen Materialien nach 
trockener und nasser Veraschung. 


Die Jahreszahl gibt den Zeitpunkt der Eindosung an. 





Wasser: Nasse Veraschung Trockene Veraschung 
Material gehalt ¢ Material Sn-Gehalt g Material Sn-Gehalt 
OJ vorgelegt mg kg vorgelegt mg/kg 


Griine Bohnen* 1937 - 135 
Erbsen* 1937, 
fester Anteil 20 
fliissiger Anteil . E t7 
Apfelmus ** 23 
Erbsen *** 1937, 
fester Anteil 
fliissiger Anteil 20 
Griine Bohnen* 1937, 
fester Anteil 92 é 143 
fliissiger Anteil E 20 96 
Spinat* 1937 é 10 500 
Sauermilchkonserven* 1937 130 
Sauermilchkonserven* 1939 : 20 102 
Dosenwiirstchen * 1933, So 
fliissiger Anteil 2, 2,7 T 
Spinat, getrocknet - - 10 0,6 
Spinat, getrocknet — . 10 0,8 
Leber, Rind 69 20 0,6 


* Dose verzinnt, nicht lackiert. — ** Dose verzinnt, lackiert, Lack stark beschiidigt. 
*** Dose nicht verzinnt, lackiert. — + Bezogen auf die gesamte Fliissigkeit (etwa 200 ccm). 
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vestellt, und zwar vorwiegend von Konserven, wobei ersichtlich ist, 
mit welch geringen Materialmengen man bei derartigen Produkten aus- 
kommt. Bei verschiedenen Produkten wurde die Zinnbestimmung 
sowohl nach trockener wie nach nasser Veraschung durchgefiihrt, 
wobei die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse nach den beiden Arbeits- 
weisen zu erkennen ist. Das Biichsenmaterial war im allgemeinen trotz 
teilweise sehr langer Lagerzeit in gutem Zustand: bei Spinat war eine 
starkere, bei einigen anderen Mustern eine oberflachliche Korrosion 
(sogenannte ,,Eisblumen*) der Verzinnung eingetreten, die in den fest- 
gestellten Zinngehalten des konservierten Materials gut zum Ausdruck 
kommen. Bei den Erbsen aus lackierter Schwarzblechdose, bei dem 
getrockneten Spinat und bei der Rinderleber handelt es sich offenbar 
um einen natiirlichen Zinngehalt. Diese Vorkommen miissen erst in 
eingehenderen Untersuchungen sichergestellt werden. 

Bei protein- und aschereichen Materialien kénnen infolge der relativ 
niedrigen Veraschungstemperatur insofern Schwierigkeiten auftreten, 
als nach der Veraschung und der Aufnahme mit H,SO,—H N Qsg selbst 
nach langerem Kochen mit diesem Gemisch die Fliissigkeit durch Kohle- 
teilchen dunkel gefarbt sein kann: wird das Kochen nach 1] Stunde 
abgebrochen und die gefarbte Fliissigkeit der Destillation unterworfen, 
so wird das Zinn quantitativ wiedergefunden, wie in Versuchen mit 
Zinnzusatzen z. B. bei Leber festgestellt worden ist. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methede zur Bestimmung kleiner Mengen von 
Zinn beschrieben, die auf der Reaktion von Zinn mit Dithiol beruht, 
wobei die sehr schwer lésliche rote Zinndithiolverbindung im Porzellan- 
filtriertiegel abfiltriert wird. Aus der Intensitaét der Rotfairbung der 
Filterflache kann durch Vergleich mit einer Standardreihe die Zinnmenge 
unmittelbar festgestellt werden. Bei Verwendung von Tiegeln normaler 
Gr6éBe kénnen Zinnmengen von | bis 18 y gemessen werden; die Fehler- 
grenze betragt bei den mittleren Mengen etwa 10%. 

2. Zur Bestimmung von Zinn in biochemischen Materialien wird 
ein Verfahren der trockenen Veraschung angegeben, wobei Verluste 


oder Einschleppungen vermieden werden und die Zerstérung auch 


gréBerer Materialmengen in verhaltnismabig kurzer Zeit ermdégiicht 
wird. Zur Isolierung des Zinns aus der Asche wird eine Destillation 
als Chlorid vorgenommen; im Destillat wird die Reaktion mit Dithiol 
ausgefiihrt. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Verbreitung 
des Squalens in pflanzlichen und tierischen Fetten. 
Von K. Tiufel und W. Heimann. 

Aus dem Institut fiir Lebensmittelehemie der Technischen Hochschule 
Karlsruhe. ) 


(Eingegangen am 4. Juli 1940.) 


Vor einiger Zeit! wurde berichtet, daB der sechsfach ungesattigte, 
erstmals im Leberfett von Haifischarten aufgefundene Kohlenwasser- 
stoff Squalen (Coq Ho), dessen Konstitution von P. Karrer und A. Hel fen- 
stein? an Iiand der Synthese aus Farnesylbromid sichergestellt worden 
ist, nach dem jetzigen Stand der Kenntnisse einwandfrei auch als Be- 
standteil des Olivenéls, des Weizenkeimlingséls und des Hefefettes 
nachgewiesen worden ist. Dieser Befund war Veranlassung, die Frage 
nach der physiologischen Bedeutung dieser interessanten, chemisch 
auBerordentlich reaktionsbereiten Verbindung aufzuwerfen: Ob sie 
ein lebenswichtiges, ein mehr nebensachliches oder gar nur ein wertloses 
Stoffwechselprodukt darstellt ’ 

Formal gesehen, ergeben sich vom Squalen, das man sich aus sechs 
Isopren-Molekeln aufgebaut denken kann, nahe Beziehungen zu den 
Polyenen, den Carotinoiden: der strukturelle Zusammenhang z. B. 
zwischen Lycopin und Squalen im besonderen ist augenfallig: auch 
zum Phytol, der alkoholischen Komponente des Chlorophylls, — ist 
konstitutionell der Weg nicht weit und sehr wohl gangbar. E. André 
und H. Canal? sowie auch P. Karrer und A. Helfenstein4 weisen fernerhin 
auf eine mégliche Verkniipfung zwischen Sterinen und Squalen hin. 

Die eben genannten Erérterungen fiihren somit vom Squalen her 
mitten in das Gebiet physiologisch sehr interessanter Stoffe hinein. 
Da in dieser Beziehung experimentelle Erfahrungen noch nicht vorliegen, 
wurde versucht, wenigstens mittelbar Beitrige zur weiteren Klarung 
zu liefern. Denn so war der Leitgedanke eine allgemeinere Be- 


deutung kann dem Squalen nur zugeordnet werden, wenn es sich nicht 


nur in einigen wenigen Fetten, sondern iiber recht verschiedenartige 
Vertreter verteilt vorfindet. Die auftretende Menge spielt dabei zu- 
nachst eine mehr untergeordnete Rolle. Von solchen Erwagungen aus- 
gehend. wurde in der letzten Zeit eine ganze Reihe von Olen auf Squalen 
vepriift. 

Der Nachweis wurde auf dem Wege iiber das Hexahydrochlorid 
des Squalens gefiihrt, sichergestellt durch Schmelzpunkt und Kristall- 
form. Da dieses Chlorderivat in zwei isomeren Formen auftritt, deren 

1 K. Téufel, diese Zeitschr. 808, 324, 1940. 2 P. Karrer u. A. Helfen- 
stein, Helv. Chim. Acta 14, 78, 1931. 3 EB. André u. H. Canal, Bull. Soe. 
Chim. France 45, 498, 1929. 1 P. Karrer u. A. Helfenstein, |. ¢. 
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eine bei 108°C, deren andere bei 143 bis 144°C schmilzt, wurde de; 
Einheitlichkeit halber immer aus siedendem <Aceton umkristallisi:r; 
und das daraus als schwerst lésliche Form zuerst ausfallende Predv kt 
mit dem Schmelzpunkt 143 bis 144° C zur Identifizierung herangezcv: » 
Die Schwierigkeit des Nachweises des Squalens liegt vor allem darin 
daB es sich zumeist in nur sehr kleinen Konzentrationen in den Fetten 
vorfindet und daB die Begleitstoffe, wie wir in ausgedehnten Versuche: 
feststellten, die Abtrennung der Hexahydrochlorverbindung sehr e: 
schweren bzw. ganz verhindern; insbesondere die Sterine wirken sic} 
in dieser Richtung aus. Dies diirfte auch die Ursache dafiir sein, da{} 
bei friiheren Priifungen dieser Kohlenwasserstoff sich mitunter den 
Nachweis entzogen hat, z. B. beim Weizenkeimlingsél, beim Sojaé| 
Der erfolgreiche Fortgang der Arbeiten setzte deshalb eine Aus 
gestaltung der bisherigen praparativen Behandlung der Fette voraus 
Es war insbesondere eine Anreicherung des Squalens in der Fraktion des 
Unverseifbaren erforderlich, d. h. eine méglichst weitgehende Abtrennuny 
der darin auftretenden Sterine. Auf der Grundlage der Erfahrunven 


sehr umfangreicher Untersuchungen, woriiber spater ausfiihrlich zu 


berichten sein wird, wurde schlieBlich eine eingeschaltete chromat: 
graphische Behandlung erwies sich als auBerordentlich wertvoll — cin 
verbesserter Arbeitsgang gefunden. Es muB dahingestellt bleiben 
ob nicht bei weiterer Verfeinerung des Squalennachweises auch einigs 
der bisher als squalenfrei befundenen Ole diesen Kohlenwasserstoff it 
kleinsten Mengen doch noch enthalten: Anhaltspunkte fiir diese: 
Verdacht sind gegeben. 

Untersucht wurden bis jetzt insgesamt 23 Fette, namlich Riibd! 
Sojadl, Kokosél, Baumwollsaatél roh, Baumwollsaatél raff., Hefefett 
(Cerolin), Olivenél, Weizenkeimlingsél, Apfelkernfett, Malzkeimlings 
fett, Leinél, Mohnél, Lebertran DAB 6, ErdnuB6l, Roggenkeimlingsé). 
Kiirbiskernél, Sonnenblumenél, Maiskeimél, Oiticicaél, Waldl (frisch 
Pferdeleberfett, Traubenkernél, Dorschlebertran roh. 

Als gesichert ist der Nachweis des Squalens, abgesehen vom 
Haifischleber6l, nach den nun vorliegenden Erfahrungen anzusehen bei: 
Olivendl, Weizenkeimlingsél, Sojadl, Hefefett, Leinél, Erdnupél, Walol 
(frisch) und Dorschlebertran (roh). 

Die Moglichkeit einer weiten Verbreitung des Squalens in den 
Fetten erhalt durch die vorstehenden Ergebnisse eine neue wesentliclic 
Stiitze. 

Aus aéuBeren Grinden mu8 die Arbeit zwangsliufig bis auf weiteres 
abgebrochen werden; sie wird aber spater fortgesetzt und hier sollten 
nur die wichtigsten Ergebnisse kurz mitgeteilt werden. 

1 K. Tdufel, H. Thaler u. G. Widmann, diese Zeitschr. 300, 354, 1939: 


K. Téufel, nach Versuchen mit H, Heinisch u. W. Heimann, ebenda 303. 
324, 1940. 
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Uber die Spaltung von Virusproteinen 
der Tabakmosaik-Gruppe. 
Von 
Edgar Pfankuch. 
(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 18. Juli 1940.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Den grundlegenden Arbeiten Stanleys, die die Proteinnatur der 
Virusarten bewiesen, sind diejenigen Bawdens fast an Bedeutung gleich- 
zustellen, die fiir einige pflanzliche Viren den Nachweis erbrachten, 
daB es sich genau genommen um Nucleoproteine handelt (1). Seitdem 
haben sich alle bisher rein dargestellten Viren einschlieBlich der tierischen, 
wie z. B. des Maul- und Klauenseuche-Virus, als nucleinsdiurehaltig 
erwiesen, Diese Feststellung ist sehr bedeutsam, weil sich nunmehr 
eine reizvolle Parallele ergibt zwischen dem Bau der Viren und dem der 
Fermente, von denen ganze Gruppen als Nucleotidproteine charak- 
terisiert werden konnten. Man kénnte daraufhin fast von einem Trager- 
protein und von einer Wirkgruppe des Virus sprechen. 

Das erstrebenswerteste Ziel, die reversible Spaltung in Protein 
und Nucleinsiure ohne Verlust der beiderseitigen urspriinglichen 
Eigenschaften, ist bisher noch bei keinem Virus erreicht worden, wohl 
aber irreversible Spaltungen. So ist von Loring (2) die aus dem Tabak- 
mosaikvirus (TM.-Virus) abgespaltene Nucleinséure eingehender unter- 
sucht worden. Die zweite Komponente, das Protein, ist bisher nur unter 
Verlust des hochmolekularen Charakters und mehr oder minder weit- 
gehender Denaturierung isoliert worden (3). Trotzdem sind wir mit 


einer ganz spezialisierten Fragestellung an seine Untersuchung heran- 


gegangen. 

Fihrt man die Spaltung von TM.-Virus mit Natronlauge oder 
Pyridin in einer sonst salzfreien Lésung durch, so verschwindet sehr 
schnell die Triibung der Lésung, aber erst ein Zusatz von Salz oder 
Saiure fallt ein jetzt phosphorfreies Protein, das unléslich in Wasser 
oder verdiinnten Salzlésungen ist, sich aber in sehr verdiinntem Alkali 
lést, also als denaturiertes Protein zu bezeichnen ware. Doch gibt eine 
auf einem Umwege hergestellte neutrale Lésung dieses Proteins beim 
Erhitzen eine Triibung und Fallung, das sind also Eigenschaften, die 
man einem nativen Protein zuzuschreiben pflegt. Das Protein zeigt in 
einer solchen Lésung keine meBbare spezifische Triibung, ist also sicher 
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niedermolekular und wahrscheinlich auch nicht homodispers. Dagegey 
ist es elektrochemisch einheitlich, seine elektrophoretische Wanderun 
geschwindigkeit ist gut definiert. 


Darstellung der Spaltproteine. a) Eine salzfreie eisgekiihlte TM.-Virus. 
lésung von etwa 0,2°,, wird auf einen Natronlaugegehalt von 5°, gebraclit 
Nach 2 Minuten wid unter Kiihlung mit Essigséure neutralisiert und das 
ausgefallene Protein nach weiteren 15 Minuten abzentrifugiert. Nach meh 
maligem Waschen mit Wasser lést sich das Protein in sehr verdiinnte: 
Natronlauge (m/100), wird mit Natriumsulfatlésung erneut ausgefiillt, 
gewaschen und wieder in Natronlauge gelést. Diese Lésung wird zur weiteren 
Reinigung sofort hochtourig (15000 Umdrehungen) 20 Minuten lang zentri- 
fugiert. Das geringe Sediment wird verworfen und die Lésung gegen den 
zur Elektrophorese benétigten Phosphatpuffer dialysiert. Ausbeute iibe: 
90°, der Theorie. 

b) 10cem Viruslésung (0,2°%,) wird mit 4cem Pyridin versetzt. Die 
Triibung verschwindet sehr bald und das Protein kann dann nach Ver- 
diinnen mit 20 bis 30 cem Wasser mit Ammonsulfat (etwa !/,, Sattigung) 
ausgefaillt werden. Weitere Verarbeitung wie oben. 

Die Elektrophorese wurde im Apparat von Tiselius durchgefiihrt 
[vgl. (4)], der Puffer war entweder der iibliche m/20 K Na-Phosphatpuffe: 
der lonenstairke 0,1 und dem px von 6,9, die Wanderungsgeschwindigkeit 
der Spaltproteine betrug dann u = — 6,7- 10-5. Oder es kam ein alkali- 
scherer m/40 Phosphatpuffer von py = 7,78 zur Verwendung, der dann 
héhere Wanderungsgeschwindigkeiten von u = — 7,9.10-5 ergab. Die 
Wanderung war bei beiden py-Werten einheitlich. Die Zahlen fiir wu sind 
nicht absolut gemessen, sondern infolge mehrfacher Unstimmigkeiten 
bezogen auf Hamocyanin u = — 3,5.10-5, in m/20 Phosphatpuffer, 
lonenstirke 0,1, pH = 6,85. 


Uber 90% des vorhandenen Proteins sind also als elektrochemisch 


und daher wohl auch als chemisch einheitlich anzusprechen. Diese 


Tatsache kann auch anders, und zwar noch pragnanter ausgedriickt 
werden; das native Virusprotein mit einem Molekulargewicht von 
rund 20 Millionen zerfallt bei seiner Spaltung in mindestens 50 bis 
100’ Bruchstiicke, die alle wntereinander gleiche Konstitution haben. 
Dieses unerwartete Resultat laBt die Frage nach dem Molekulargewicht 
der Bruchstiickproteine besonders dringend und wichtig erscheinen, 

Dieselbe Virusspaltung haben wir auch durchgefiihrt an den von 
Kausche und Stubbe (5) zuerst erzeugten, von Pfankuch, Kausche wid 
Stubbe (4) niher beschriebenen Réntgenmutanten des TM.-Virus. Die 
Spaltung der Mutante TM. 44 verlauft genau so wie die des normalen 
TM.-Virus (TM.n). Es ist nicht nur das Spaltprotein des TM. 44 
elektrophoretisch einheitlich, sondern auch elektrophoretisch nicht zu 
unterscheiden von dem des TM.n. Wahrscheinlich sind also die Spalt- 
proteine von TM.n und TM. 44 identisch. Die Abb. 1 zeigt die be- 
trichtlichen Differenzen in den Wanderungsgeschwindigkeiten de! 
Viren TM. n und TM. 44. Abb. 3 zeigt das Verschwinden dieser Differenz 
bei den Spaltproteinen. Wir erhalten mit diesem Ergebnis eine kraftige 
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experimentelle Stiitze fiir unsere friiher (4) ausgesprochene Ansicht, 
daB die Differenz zwischen dem TM.-Virus und seinen Mutanten , auf 
quantitative oder qualitative Veranderungen im Nucleinsaureteil des 
Virusmolekiils* zuriickzufishren ist. Wird diese Nucleinsaure aus dem 
Molekiil entfernt, so muB® natiirlich der verbleibende Proteinteil bei 
TM. n und Mutante gleich sein. 


Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 1, Elektrophorese einer Mischung von TM.n und TM. 44. Zwecks ausgiebiverer Trennung 
ist die Wanderung der Virusproteine teilweise kompensiert worden. Schlierenmet!iode, wie auch 
in Abb. 2 und 3, 


Abb. 2. Elektrophorese des Spaltproteins von TM, n in m/40 K Na-Phosphat, pq = 7,78, 
ky = 2,28.10-%, Stromstiirke 20,6mA. Proteingehalt 0,2°%. Aufnahme 1550 Sekunden 
nach Einschaltung des Stromes. 


Abb. 3. Elektrophorese einer Mischung der Spaltproteine TM. n und TM. 44. Versuchsdaten 
ahnlich wie bei Abb. 2. 


Als Erganzung der elektrophoretischen Befunde versuchten wir 
noch, aus der Léslichkeit der beiden Spaltproteine von TM. 1. und TM. 44 
Hinweise auf ihre Identitat oder Verschiedenheit zu gewinnen. 

Genau 0,1 °,ige Lésungen der Spaltproteine wurden auf cine Natrium- 
chloridkonzentration von genau 84°, Sattigung gebracht. Diese Kon- 
zentration wurde gewahlt, da sie nur zu einer teilweisen Fallung der Proteine 
ausreicht. Nach 1 Stunde wurde das ausgefillte Protein abzentrifugiert 
und der in der Lésung gebliebene restliche Stickstoff bestimmt. Beim 
Spaltprotein TM.n waren 18,5°,, beim Spaltprotein TM. 44 17,4°, des 
Gesamtstickstoffs in Lésung geblieben. 

Die bei beiden Spaltproteinen innerhalb der Fehlergrenzen gleiche 
Léslichkeit spricht ebenfalls fiir die Identitat der Proteine. Die Versuche 
werden noch mit anderen Mutanten des TM.-Virus, mit Aucubamosaik- 
virus und anderen Viren weitergefiihrt. Es sollte sich so eine Méglichkeit 
ergeben, die Viren nach chemischen Gesichtspunkten in Gruppen zu- 
sammenzufassen. 

Die obigen experimentellen Ergebnisse haben uns nun im Verein 
mit anderen bekannten oder noch zu verdéffentlichenden Tatsachen 
dahin gebracht, einige Vorstellungen iiber den Aufbau, die Vermehrung 
und die Wirkungsweise der Viren zu entwickeln, deren Wert, wie der 
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vieler anderer Arbeitshypothesen, nicht nur in ihrer Richtigkeit lieg: 
muB, sondern vielleicht schon durch ihre Fruchtbarkeit in der 


zeugung experimentell angreifbarer Fragestellungen gegeben ist. Fii 
den Aufbau héhermolekularer Nucleoproteine ergeben sich zwei grund 
sitzlich verschiedene Méglichkeiten, die schematisch folgendermalen 
formuliert werden kénnen: 


Protein 
Protein— Nucl.— Protein- Nucl. 
Nucl. Nucl. Nucl. Nuel, 


I II 


Das Schema I entspricht dem Bau vieler Fermente: ein Trager- 
protein, an das die Wirkgruppe Nucleotid (Fermente) oder Nuclein 
siure (Viren) mehr oder weniger fest gebunden ist. Diese Vorstellung 
bringt zwar im Falle der Viren die an sich sehr schéne Analogie zu den 
Fermenten zum Ausdruck, bringt aber doch einige Schwierigkeiten 
mit sich. Das Tragerprotein erhalt dabei ein ganz unwahrscheinlich 
hohes Molekulargewicht zugeschrieben und trotzdem ist dieses Riesen- 
molekiil noch viel stabiler als das bedeutend kleinere, leicht dissoziierende 
Hamocyaninmolekiil. Der véllige Zerfall dieses Proteins bei der Los- 
lésung der Nucleinsaure ist schwer zu verstehen, erst recht nicht, warum 
bei diesem Zerfall nun lauter kleine unter sich identische Proteine ent- 
stehen sollen. Das bisher kaum oder gar nicht diskutierte Schema II 
beseitigt diese Schwierigkeiten, die Isolierung der Nucleinséure mut 
zwangslaufig den Zerfall der Molekel mit sich bringen und die nieder- 
molekularen Spaltproteine sind verstandlich, da sie ja im Virusmolekiil 
schon als solche vorgebildet vorhanden sind. Das Virusmolekiil scheint 
nach diesem Schema entstanden zu sein durch Verkettung (Veresterung, 
Amidierung) normaler niedermolekularer Nucleoproteine. Diese Nuc!eo- 
proteine sind vielleicht ganz normale Bestandteile jeder Zelle, erst ein 
eindringendes Virusmolekiil wirkt auf sie als Verkettungs- oder Poly- 
merisationskatalysator und diese Polymerisation schreitet so lange fort, 
bis das immer gr6Ber werdende Molekiil ein Stabilitatsmaximum erreicht 
hat. Dessen Lage ist bestimmt durch das Energiegefalle der Verkettung., 
durch die mit zunehmender Gr6éBe zunehmende Instabilitat des Molekiils 
und durch die Svedbergsche Regel, nach der Proteine nicht ganz beliebige, 
sondern nur bestimmte Molekulargr6Ben haben kénnen, 

Die Dimerisation des TM.-Virus, iiber die wir vor kurzem be 
richteten, erscheint nach dieser Hypothese als Fortsetzung der kata 
lytischen Verkettung am fertigen Katalysator selbst, iiber das Stabilitats 
optimum hinaus. Das Dimere ist daher nicht mehr so stabil und wird 
nur teilweise aus dem Monomeren gebildet. 

An Stelle vieler anderer Beispiele fiir die Leistungsfahigkeit der 
Verkettungshypothese stehe nur ein einziges weiteres, das die Wirkungs- 
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weise der Viren betrifft. Bereits vor einiger Zeit hat Menke (6) gezeigt, 
daB die Chloroplasten bzw. die Grana normaler Pflanzen Nucleoproteine 
enthalten. In den Chloroplasten TM.-viruskranker Pflanzen haben erst 
vor kurzem Kausche und Ruska (7) fest gebundenes TM.-Virus nach- 
weisen und unmittelbar tibermikroskopisch sichtbar machen kénnen. 
Die Verkettungshypothese liefert dazu die folgerichtige Erklarung: die 
bei der Infektion eingedrungenen Virusmolekiile verketten einen Teil 
oder die Gesamtheit der normalen Nucleoproteine bis zur Bildung 
neuer Virusmolekiile. Dadurch wird dem Komplex Protein—Nucleo- 
protein—Chlorophyll—Carotin ein wichtiges Bindemittel entzogen, er 
zerfallt und es entstehen die bekannten Schadigungen des Chlorophyll- 
apparats als sichtbare Symptome der Virusinfektion. 

Diese Aussicht, Bauprinzip, Vermehrung und Wirkungsweise der 
Viren einheitlich deuten zu kénnen, ist gewiB verlockend, es wird aber 
noch einer Fiille neuen experimentellen Materials bediirfen, um aus 


einer Hypothese eine gesicherte Theorie werden zu lassen. 
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Eine Methode zur Trennung von Essigsiiure, 
Buttersiiure, Milchsiure und d-Gluconsiiure. 
Von 
Siegfried Preiss. 

(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie de: 
Universitat Breslau.) 

(Eingegangen am 29. Juli 1940.) 


Die Bestimmung der Sauren im Silofutter, in erster Linie der Essig. 
saure, Butterséure und Milchsaure, erfolgt in der Praxis vielfach noch 
nach der M: ‘hode von G. Wiegner (1). Wiegner bestimmt zuniachst die 
mit Wasserdiémpfen fliichtigen Sauren Essigsiure und Buttersaure 
durch eine dreimalige Destillation und berechnet die Milchséure aus der 
Differenz der durch Titration ermittelten gesamten freien Sauren und 
der freien fliichtigen Sauren. 

Untersuchungen von K.@neist (2), W. Stollenwerk (3), O. Flieg (4) usw. 
haben jedoch ergeben, daB man nach der Wiegner-Methode in den meisten 
Fallen zu unrichtigen Milchséurewerten gelangt, da bei der Titration 
der gesamten freien Saéuren auch andere nicht fliichtige Sauren, z. B. 
Aminosauren, erfaBt und als Milchsaure berechnet werden. Fiir die Milch- 
siurebestimmung in Silagesaften wurden deshalb andere Methoden in 
Vorschlag gebracht, z. B. von K. Gneist (5). Die Methode von Fiirth und 
Charnass (6), welche die genauesten Milchsaurewerte liefert, hat jedoch 
fiir technische Untersuchungen kaum Eingang gefunden, da sie etwas 
umstandlich ist. 

Auch die Destillation der fliichtigen Sauren erfuhr mancherlei 
Abanderungen und Verkiirzungen; so begniigt sich z. B. W. Lepper (7) 
zur Vereinfachung des Trennungsganges mit einer zweimaligen Destil- 
lation. 

Wegen der Verschiedenartigkeit der Destillationsapparaturen wurde 
aber von K. Gneist (8) eine vorherige Hichung derselben empfohlen: 
gleichzeitig stellte Gneist auch neue Formeln zur Berechnung der 
Sauren auf. 

Andere nicht fliichtige Sauren, z. B. die d-Gluconsdwre, die neben 
Essigsiure, Buttersiure und Milchsaure unter bestimmten Bedingungen 
bei der Einséuerung von Futtermitteln gelegentlich reichlich gebildet 
werden (vgl. S. Preiss, Uber Silage mittels biologischer Zusatze. Disser- 
tation, Breslau 1939), wurden von den bisher bekannten Untersuchungs- 
methoden nicht erfaBt bzw. als Milchséure berechnet. S. Hermann (‘) 
berichtet in seinen Arbeiten iiber die sogenannte Kombucha auch iiber 
die Trennung der d-Gluconsiure von der Essigséure und Milchsaure : 
durch eine Wasserdampfdestillation befreite er die Lésungen von der 
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Essigsiure und extrahierte sie anschlieBend mit Ather. Auf diese Weise 
velang auch die Trennung von Milchsaure und d-Gluconsaure, da letztere 
in Ather unléslich ist. In Vorversuchen iiber die Fliichtigkeit der Milch- 
siure mit Wasserdampfen wurde, in Ubereinstimmung mit den Angaben 
von F, Utz (10) und £. B. Hast und J.J. Willaman (11), festgestellt, daB 
die Milchsdéure in verdiinnten Lésungen auch bei einer wiederholten, 
etwa 20 Minuten dauernden Destillation nicht fliichtig ist. Unter den 
gleichen Bedingungen ist auch die d-Gluconsdure mit Wasserdimpfen 
nicht fliichtig. 

Untersuchungen iiber die Léslichkeit der in Frage kommenden 
Sauren in Ather ergaben, daB in 24 Stunden 99° der vorhandenen 
Essigsaure, Buttersiure oder Milchsdure aus verdiinnten Lésungen vom 
Ather extrahiert werden, von der d-Gluconsaure dagegen héchstens nur 
0,5; letztere ist also in Ather praktisch unléslich. 

Auf Grund dieser Ergebnisse der Vorversuche wurde durch Ver- 
bindung der etwas modi fizierten Wiegner-Methode mit einer Atherextraktion 
ein quantitatives Bestimmungsverfahren fiir Essigsiure, Buttersaure, 
Milchséure und d-Gluconsdure ausgearbeitet, welches in zahlreichen 
Versuchen mit reinen Saurelésungen tiberpriift wurde. 

Die Fehlergrenzen lagen — auf die angewandte Saure berechnet 
fiir Essigsiure und d-Gluconsaure bei + 0,1 bis — 0,6 4, fiir Butterséure 
und Milchséure bei —1,2 bis — 1,6 %. 

Diese Trennungsmethode wurde dann aber auch auf die Unter- 
suchung von Garfutter und von Nahrlésungen von Kulturen gluconsaure- 
bildender Mikroorganismen angewandt. 

Die bisherigen guten Erfahrungen lassen erwarten, da sich diese 
Arbeitsweise auch in der Praxis erfolgreich anwenden lassen wird. 


Experimenteller Teil. 
1. Allgemeines tiber die Versuchsanordnung. 


Die bei den Untersuchungen benutzte Destillationsapparatur be- 
stand aus einem enghalsigen 500-cem-Rundkolben, einem Destillations- 
aufsatz mit angesetzter Kugel und einem 55cm langen Liebigschen 
Wasserkiihler mit VorstoB. Die Destillate wurden in einem 100 ccm 
MeBkolben aufgefangen. 

Als Stammlésungen dienten n/10-Lésungen, welche, mit Ausnahme 
der d-Gluconsiure, die von Frdnkel & Landau aus Berlin bezogen 
wurde, aus den reinsten Reagentien von Kahlbaum hergestellt wurden. 
Durch Bestimmung der spez. Drehung wurde iibrigens festgestellt, daB 
die zu den Untersuchungen benutzte ,,d-Gluconsaure reinst‘‘ zu 99,5 % 
aus dem #-Lacton der d-Gluconsaure bestand: [«]j) betrug 3 Minuten 
nach: dem Auflésen + 64,049, nach 26 Stunden + 6,729 [vgl. J. U. 
Nef (12): + 63,49 und + 6,49). 
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Die Stammlésungen wurden in verschiedenen Mischungsverhait- 


nissen mit dest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 200 cem verdiinnt 

Nach der Vorschrift von Wiegner (1) wurden dreimal je 100 com 
iiberdestilliert, wobei nach jeder Destillation durch Zugabe von 100 cem 
Wasser das urspriingliche Volumen im Destillationskolben wieder he1 
gestellt wurde. Das nach jeder Unterbrechung iiber die 100-cem-Mark: 
noch tibergehende Destillat wurde in einem trockenen Erlenme yer-Kolben 
gesammelt und wieder zuriick in den Destillationskolben gebracht. Dik 
einzelnen Destillate wurden mit n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein 
als Indikator titriert. 

Die Dauer einer Destillation, vom ersten iiberlaufenden Tropfen an 
gerechnet, betrug 20 bis 21 Minuten. 

Fiir die Atherextraktion wurde ein Soxhlet-Extraktionsapparat fiir 
Fliissigkeiten verwendet. Zu jeder Extraktion gelangten 100 ccm der zu 
untersuchenden Saurelésung, d. h. der Riickstand nach der Destillation, 

Die Geschwindigkeit der Extraktion wurde so eingestellt, da} in 
einer Sekunde etwa 2 Athertrépfchen durch die Flissigkeitsschicht 
perliten, 

Nach Beendigung der Extraktion wurden die beiden Fliissigke its- 
schichten im Scheidetrichter getrennt. In der aitherischen Lésung wurde 
nach vorsichtigem Abdestillieren des Athers am Wasserbade durch 
Titration mit n/10 Natronlauge die vom Ather extrahierte Saure fest- 
gestellt; in gleicher Weise wurde auch der im wasserigen Riickstand 
verbliebene Saureanteil bestimmt. 


2. Bestimmung der Ubergangskonstanten der fliichtigen Stiuren. New 
Formeln zur Berechnung der Essigsiure und Buttersdure. 

Die Eichung der Destillationsapparatur mit reinen Saurelésungen 
erfolgte nach den Vorschriften von G. Wiegner (1). Wiegners Ubergangs- 
konstanten gelten nach seinen Angaben fiir die Destillation eines Saure- 
Wassergemisches mit weniger als 2° Essigsiure. 

Bei der Destillation von Lésungen mit weniger als 0,3 °/, Essigsaure 
baw. 0,44 °, Buttersdure stellte es sich nun heraus, daB die Ubergangs- 
konstanten der Essigsiure mit wachsender Verdiinnung ansteigen, die 
der Butterséiure aber abnehmen. So wurden z. B. fiir eine 0,3 °ige 
Essigsdurelésung folgende Konstanten ermittelt ; fiir die erste Destillation 
36,58, fiir die zweite 37,12 und fiir die dritte Destillation 37,30. 

Fiir die Berechnung wurden deshalb Mittelwerte gewahlt, welche 
den Ubergangskonstanten einer 0,3°igen Essigsiure bzw. einer 
0,44 °Ligen Buttersiurelésung entsprechen ; diese betrugen fiir Essigsaure 
37,16 und fiir Buttersiure 74,73. Die Fehler, welche infolge der ver- 
schiedenen Ubergangskonstanten auftreten wiirden, sollen dadurch 
méglichst ausgeglichen werden. 
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Zur Berechnung werden nunmehr folgende Gleichungen aufgestellt : 
1. 0,3716 E + 0,7473 B = D, 
2. 0,2335 EF + 0,1886 B = Dz 
3. 0,1467 FE + 0.0479 B = Dz 
4. 0,7518 E + 0,98388 B = D, + Ds + Ds. 


Aus der Gleichung 1 erhalt man fiir 


Dd, 0,7473 D, 0,3716 
a B und B — y: 
0.3716 0.3716 0.7473 0.7473 


werden diese Werte in die Gleichung 4 eingesetzt, dann erhalt man 
folgende SchluBgleichungen : 

E = 3,8082 (Dz + Ds) — 1,2052 D, 
und 

B = 1,8937 (Dz -+- Ds) + 1,9375 Dy. 

Die Giiltigkeit dieser Formeln erstreckt sich selbstverstandlich nur 
auf die bei den vorliegenden Versuchen benutzte Apparatur, bei Ein- 
haltung der gleichen Arbeitsbedingungen, besonders der Zeit ; sie miiBten, 
entsprechend der Forderung nach einer ,,Eichung*: der Destillations- 
app-ratur, bei Verwendung einer anderen Apparatur fiir diese neu er- 
mittelt werden. Die Berechnung der Analysen durch einfache Ubernahme 
irgendeiner der bereits bekannten Formeln wird solange noch zu fehler- 
haften Ergebnissen fiihren, als die Arbeitsbedingungen und die zu ver- 
wendende Destillationsapparatur nicht standardisiert sind. 

Die Eignung der hier aufgestellten Formeln wurde in Blindversuchen 
mit reinen Saureldsungen iiberpriift. Dabei betrugen die Abweichungen 
fiir Essigsiure durchschnittlich nur —0,9° und fiir Buttersdure 
+ 0,3 %. Nach der Formel von Wiegner (1) wurden 9 bis 10 %& Essigsaure 
weniger und 8 bis 9°, Buttersiure mehr, nach der Formel von 
K. Gneist (8) aber 4 bis 5°, Essigsiure mehr und 5 bis 6° Butterséure 


weniger berechnet. 
3. Beschreibung der Trennungsmethode. 


Von der zu untersuchenden Fliissigkeit werden zunachst in 200 cem 
durch eine dreimalige Destillation nach der Methode von Wiegner (1) 
die fliichtigen Sduren bestimmt und nach den neu aufgestellten Formel!n 
berechnet. Um aber méglichst wenig fliichtige Sauren zur Ather- 
extraktion zu bringen, wird noch zweimal destilliert: die Destillate 4 
und 5 werden aber im weiteren Gang der Analyse nicht beriicksichtigt. 
Nach fiinfmaliger Destillation verbleiben noch 9,8 ©, der Essigsiure im 
Destillationsriickstand, gegen 25°,, die nach einer dreimaligen De- 
stillation zuriickbleiben wiirden, waihrend die Butterséure bis auf einen 
Rest von 0,1° iiberdestilliert wird. 
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Der Destillationsriickstand von 100 ccm wird mit wenig dest. Wasser 
in den Extraktionsapparat gebracht und 24 Stunden mit Ather extrahiert 

Nach der Extraktion werden die beiden Fliissigkeitsschichten im 
Scheidetrichter getrennt ; die wasserige Lésung enthalt noch die gesamte 
d-Gluconsaure, in der atherischen Lésung befindet sich die Milchsaure 
und die restliche Essigsaure. 

Nach vorsichtigem Abdestillieren des Athers auf dem Wasserbade 
wird die Milchsdure mit n/10 Natronlauge gegen Phenolphthalein als 
Indikator titriert. 

Die Titration der Milchsdure erfolgte unter Verwendung eines 
ausreichenden Uberschusses an n/10 Natronlauge, z. B. 150° der auf 
die Einwaage berechneten Menge, und 10 Minuten langer Einwirkung 
derselben bei Zimmertemperatur. Nach dieser Zeit wird die nicht ver- 
brauchte Natronlauge mit n/10 Schwefelsiure zuriicktitriert ; aus dem 
Verbrauch an Natronlauge wird die Gesamt-Milchséure, d. i. freie 
-+- Lactid-Milchsaéure, berechnet. 

Es hat sich bei diesen Versuchen herausgestellt, daB ein Erhitzen 
der milchséurehaltigen Lésung mit iiberschiissiger Natronlauge auf dem 
Wasserbade, wie es von Anselmino und Gilg (13) zwecks Aufspaltung des 
Milchsdureanhydrids verlangt wird, vermieden werden kann und dai 
man ebenso brauchbare Resultate erhalt, wenn die Titration der Milch- 
siure nach der hier beschriebenen vereinfachten Arbeitsweise erfolgt. 

Bei der Berechnung der Milchséure muB allerdings noch beriick- 
sichtigt werden, daB ein Teil der Natronlauge von der mitextrahierten 
Essigsiure verbraucht wurde. Vom Laugeverbrauch des Atherextraktes 
miissen daher 9,8 °/ der aus den Destillaten D,, Dz und Dg, berechneten 
Essigsdure abgezogen werden: z. B. 


zugesetzte ccm n/10 Natronlauge ........ acem 
verbrauchte ccm n/10 Schwefelsféure ..................++ Beem 


Verbrauch fiir Milchsaure (M) + 9,8 °% der Essigsaure (E): (a — b)cem 
Der reine Laugeverbrauch der Milchséure betraigt sodann: 
E 
M = (a—b) — 98 (cem n/10 Natronlauge). 


Durch Titration der wasserigen Lésung erhalt man die d-Gluconsdure 


Auch die Titration der d-Gluconsiure erfolgte mit tiberschiissiger 
Natronlauge, z. B. 150° der auf die Einwaage berechneten Menge: 


/0 
nach 15 Minuten langer Einwirkung der Natronlauge bei Zimmer- 


temperatur wurde wiederum mit n/10 Schwefelséure zuriicktitriert. 
Die Berechnung gestaltet sich wie folgt: 


zugesetzte ccm n/10 Natronlauge ................ ¢€ ccm 
verbrauchte ccm n/10 Schwefelsiure ............. deem 


Verbrauch an Natronlauge fiir die d-Gluconsaure : (c — d) ccm 


Trennung von Gemischen von Essigsaure, 


die 


Blindversuche iiber 


rgebnisse der 


E 


I. 


Tabeile 
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Die hier beschriebene Trennungsmethode erfaBt allerdings nur di: 
in freier Form vorliegenden Sauren; die gebundenen Sauren werden nu: 
soweit extrahiert, als sie atherléslich sind. Sie wurde in zahlreichen 
Blindversuchen mit reinen Lésungen der in Frage kommenden Sauren 
in den verschiedensten Mischungsverhaltnissen tiberpriift. Die Ergeb- 
nisse dieser Blindversuche sind vorstehend in einer Tabelle auszugs 


weise wiedergegeben (Tabelle I). 


Fiir die Durchfiihrung der Arbeit wurden Mittel und Apparat: 
benutzt, welche die Deutsche Forschungsgemeinschaft Herrn Prof. 
Dr. Rehorst zur Verfiigung gestellt hat. Der Deutschen Forschungs. 
gemeinschaft spreche ich hiermit meinen besten Dank aus. 

An dieser Stelle sei es mir auch gestattet, Herrn Prof. Dr. Rehorst 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir die bei ihrer Durchfiihrung 
bewiesene Férderung herzlichst zu danken. 
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Beitriige zum Permeabilititsproblem*. 
Von 
A. von Kuthy. 


(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Akademie in 
Keszthely, Ungarn.) 
(Eingegangen am 7, Juli 1940.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Untersuchungsreihe hatten wir die Wirkung 
einiger oberflachenaktiver Stoffe auf die Quellung und Permeabilitat 
von Gelatinegelen untersucht (1). Es hatte sich damals ergeben, dab 
die organischen oberflichenaktiven Salze die Permeabilitat der Gelatine- 
gele in hohem Mabe férdern, die Narkotica sie kaum beeinflussen und 
endlich die anorganischen Salze und andere, oberflacheninaktive Stoffe, 
wie z. B. Glucose, das Eindringungsvermégen von Farbstoffen in die 
Gelatinegele mehr oder minder hemmen,. Diese Beobachtungen wurden 
seinerzeit als Beweis fiir die Richtigkeit der Lepeschkinschen Auf- 
fassung (2) der Zellmembranstruktur und der daraus folgenden Ver- 
einigung der Lipoid-Poren-Adsorptionstheorie der Narkose bzw. Per- 
meabilitat gedeutet. Da nun in den letzten Jahren von verschiedenen 
Seiten [so z. B. von Hofmeister (3) und Wahry (4)|, besonders von 
Botanikern, die bei ihren Untersuchungen die Hdéffler-Hofmeistersche 
plasmometrische Methode anwendeten, bei der Erklarung der Versuchs- 


resultate immer wieder auf die urspriingliche Overtonsche Lipoidtheorie 
zuriickgegangen und die Berechtigung anderer Auffassungen bezweifelt 


wird, haben wir uns entschlossen, die alten Modellversuche auf Pflanzen- 
objekte auszudehnen. 

Zu den Versuchen haben wir die Schnitzeln einer Halbzuckerriibe 
mit der folgenden durchschnittlichen Zusammensetzung verwendet: 
UN ee Pk ak ts gs Cas SP a ee 
ROUMOUSUUECORE 6k se 5 cs we BM 
MEE ate a ei et ae ae eee 
re eek wae Sat US eae cn eee 
ITN #2. 5 sy ale Soe ve weal nae Oe 


Die Diffusionsversuche wurden im allgemeinen mit denselben 
oberflichenaktiven Substanzen (den Na-Salzen einiger organischer 
oberflachenaktiver Sauren, den ersten Gliedern der Fettseifenreihe, 
einigen Narkotica, wie Urethan, Alkoholen, sowie Harnstoff) etwa in 


* Ausgefiihrt mit der Unterstiitzung des Ungarischen Naturwissen- 
schaftlichen Forschungsfonds. 
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denselben Konzentrationsgrenzen ausgefiihrt, wie bei den alten Moc 
versuchen, obzwar die hdheren Konzentrationen fiir die Zellen zweife||cs 
schadlich waren. Auf diese Weise konnte jedoch einesteils eine vo! 
kommene Analogie mit den Modellversuchen erreicht werden, ander 
seits haben die Versuchsergebnisse auch eine weitere Aufklarung de: 
Narkosetheorie geliefert. 


Die angewandte Methodik war die folgende. Aus dem Mitte!stiick 
der Riiben (Kopfstiick und Wurzelspitze wurden verworfen) hatten wir 


etwa 3mm dicke Schnitzeln mit etwa 25 qmm Oberflache geschnitten 
1 £ 


25 ¢ der Schnitzeln wurden in Kolben eingewogen und mit 50 ccm der 
verschieden konzentrierten Versuchsfliissigkeiten tibergossen, so da\} 
die Fliissigkeit die Schnitzeln stets iiberdeckte. Nach 12 Stunden 
Stehen bei Zimmertemperatur, unter haufigem Umriihren, wurde die 
Fliissigkeit abfiltriert, 25 ccm derselben mit HCI stark angesauert, der 
Rohrzucker durch 10 Minuten langes Sieden invertiert, die Lésung auf 
100 cem aufgefiillt und der Gehalt derselben an Zucker nach Benedict 
bestimmt. Die Zuckerwerte wurden auf den bei jeder Versuchsreihe 
in mehrfacher Wiederholung ausgefiihrten Kontrollversuch mit destillier- 
tem Wasser bezogen, ein Wert tiber 1,0 bedeutet also, daB aus den 
Schnitzeln mehr Zucker ausdiffundierte wie bei den Kontrollversuchen, 
das ist eine Férderung der Exosmose, ein Wert unter 1,0 dagegen eine 
Hinderung des Exosmosevorganges. Die so berechneten Versuchs- 
ergebnisse gibt Tabelle I wieder. 


Es soll betont werden, daB die angegebenen Daten die Mittelwerte 
von 6fter wiederholten Versuchsreihen sind. Dabei wichen die Wert: 
der gleichzeitig ausgefiihrten Parallelen héchstens um 2 bis 2,5°,, dis 
der nacheinander ausgefiihrten Reihen héchstens um 3 bis 3,5°, von- 
einander ab. 

‘ Bei Betrachtung der Tabelle I fallt es sogleich auf, daB bei fast 
allen Substanzen ein Minimalwert der herausdiffundierten Zuckermenge 
gefunden werden kann, und zwar zwischen den Konzentrationswerten 
von 0,15 und 0,25 mol. Auffallend ist auch der steile Verlauf der Zucker- 
kurven zu und von diesen minimalen Werten. Wir vermuteten einen 
Zusammenhang dieser Erscheinung mit der Plasmolyse und ein Ver- 
such mit Kochsalzlésungen ergab tatsachlich, daB die Plasmolysegrenze 
unserer Riiben bei etwa (0,2 mol. Konzentration liegt. Dieser Wert 
stimmt gut iiberein einerseits mit dem aus dem Zucker- und Aschegehalt 
berechneten Wert, andererseits aber mit den hier wiedergegebenen 
Versuchsdaten, da die meisten der hier verwendeten organischen Salze 
ebenso wie das Kochsalz zwei Ionen besitzen. Bei nicht oder nur sehr 
schwach ionisierenden Stoffen, wie Harnstoff und Urethan, liegen dic 
Minima etwa bei der zweifachen Konzentration, ungefahr bei 0,35 mo! 





Relative Menge des ausdiffundierten Zuckers, bezogen auf den Kontrollwert 


Tabelle 
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Was nun den allgemeinen Verlauf der Kurven betrifft, so kénnen 


die untersuchten Substanzen ebenso wie bei unseren alten Mode!|. 
versuchen in drei Gruppen geteilt werden. In die erste Gruppe 


gehéren die organischen Elektrolyte, die Salze verschiedener ober. 
flichenaktiver (hydrotroper) Saéuren, in die zweite die organischen 
Anelektrolyte (Narkotica) und in die dritte die anorganischen Salze. 
Abb. 1 bringt je eine charakteristische Kurve der drei Gruppen. 
inthe lcbadnind Verfolgt man nun den Verlauf 
| der Kurven von der Richtung der 
kleineren Konzentrationen nach der 
der groBen, so sieht man, dal 
die Verbindungen der ersten zwei 
Gruppen zwei Maxima durchlaufen, 
Dazwischen liegt ein Minimum mit 
recht steilen Schenkeln. Nach dem 
zweiten Maximum vermindert sich 
die Konzentration des herausdiffun- 
dierten Zuckers bei den oberflachen- 
aktiven Salzen rasch, bei den or- 
ganischen Anelektrolyten folgt auf 
das zweite Maximum eine Ab- 
nahme, worauf beim Urethan ein 


0 07 02 07 04 O05 06 07 G6 09 W steiler Anstieg, beim Harnstoff ein 
Konzentration der Losung Mol. 


Abb. 1. 








neues Maximum und ein neues Mini- 
mum entsteht. Das Verhalten der 
Alkohole dagegen ist wenig charakteristisch, ihre Wirkung wurde nur 
in vier Konzentrationen untersucht, die Minima und Maxima, die bei 
allen anderen untersuchten Stoffen aufgefunden wurden (zitronensaures 
Na ausgenommen), liegen wahrscheinlich in den nicht untersuchten 
Konzentrationen. Hierbei soll auch auf die Befunde Hofmeisters (3) 
hingewiesen werden, wonach die Alkohole fast mit derselben Geschwin- 
digkeit in die Pflanzenzellen eindringen wie das Wasser. Die Erklarung 
des abweichenden Verhaltens des zitronensauren Natriums liegt wahr- 
scheinlich in einer speziellen Reaktion mit den Plasmaproteinen. In 
einer Untersuchungsreihe iiber die Wirkung verschiedener organischer 
und anorganischer Stoffe auf Gelatine hatten wir namlich gefunden (5), 
daB Citrat und Oxalat — im Gegensatz zu den anderen untersuchten 
Stoffen — weder die Quellung, noch die optische Aktivitat der Ge- 
latine in dem Sinne beeinflussen wie andere Substanzen. Eine merk- 
wiirdige Abweichung zeigt auch das Verhalten des zimtsauren 
Natriums, dessen Kurve, ebenso wie die des Harnstoffs, mehrere 
Maxima und Minima durchlauft. Anorganische Salze, wie NaCl und 
Na,SO,, vermindern in der ganzen untersuchten Konzentrationsbreite 
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die Exosmose des Zuckers, mit zunehmender Konzentration in steigen- 
dem MaBe. 

Zur Erklarung der Versuchsergebnisse zieht man am besten die 
neuesten Befunde von Szent Gydrgyi und seinen Mitarbeitern (6) heran. 
Diese hatten namlich zeigen kénnen, daB sowohl die tierischen, wie auch 
die pflanzlichen Zellen bedeutende Mengen von sogenannten Struktur- 
proteinen, d.h. lange fadenférmige Proteinmicellen enthalten. Nimmt 
man nun an, da die Plasmamembran der Pflanzenzellen aus solchen 


langen Proteinmicellen besteht — m.E. spricht nichts gegen diese 
Annahme —, die etwa wie unregelmafig aufeinandergeworfene Ziind- 


hélzer ineinandergreifen, und daB die Liicken der Micellenfiden zum 
Teil mit Lipoidmicellen oder gemischten Protein-Lipoidmicellen aus- 
gefiillt sind, so kame fiir die lipoidléslichen Stoffe der Weg durch die 
Lipoidstoffe, fiir die wasserléslichen aber die intermicellaren Raume, 
d.h. der Wasserweg in Betracht. Schon geringe Konzentrationen der 
oberflachenaktiven Stoffe kénnten auf diese Weise die Zuckerexosmose 
in bedeutendem Mae férdern, weil die Oberflichen der Kapillaren 
(der intermicellaren Raume) zum Teil durch die oberflichenaktiven 
Stoffe besetzt werden, wodurch im Sinne des Szent-Gydrgyi- Brinkmann- 
schen Effektes (7) der Austritt des Zuckers aus dem Zellinnern erleichtert 
wird. Die darauffolgende Verminderung der Zuckerexosmose entsteht 
einesteils wahrscheinlich dadurch, daB die Plasmolyse die Oberflache 
des Protoplasmas vermindert und dadurch die Proteinmicellen anein- 
anderdriickt und die Kapillaren verengt; die wechselnde elektrische 
Aufladung der Proteinmicellen — durch Adsorption an die Oberflache 
bzw. Eindringen der Stoffe in die intermicellaren Riume — fiihrt nun 
im Sinne von Kiintzel (8) und von Szent-Gyédrgyi (6) zur Quellung der 
Micellen und auf diese Weise ebenfalls zur Verengung der intermicellaren 
Kapillaren. Die neuerliche Zunahme der Exosmosewerte kommt endlich 
wahrscheinlich dadurch zustande, daB die Oberflachen der Kapillaren 
jetzt nun vollkommen mit den oberflachenaktiven Stoffen besetzt 
werden bzw. daB eine Entladung der Proteine eintritt. Zur Erklirung 
der weiteren Minima und Maxima kimen folgende Annahmen in Be- 
tracht: Eine Ubersattigung der Kapillarraume mit oberflachenaktiven 
Stoffen fiihrt endlich zur Verstopfung derselben. Dazu tritt bei wachsen- 
der Konzentration des wirkenden Stoffes eine immer weitgehendere 
Schrumpfung des Plasmakérpers ein, weiterhin kénnen Auf- und Ent- 
ladungen die Kapillarraume abwechselnd verengen und ausdehnen, 
Was nun die narkotischen Stoffe betrifft, so wirken sie im weiteren 
deshalb exosmoseerhéhend, weil von einer bestimmten Konzentration 


‘angefangen die Lipoide der Plasmamembran immer mehr herausgelést 


und dadurch die intermicellaren Raume in einem Mabe erweitert werden 
kénnen, das selbst die Verkleinerung derselben infolge der Schrumpfung 
Biochemische Zeitschrift Band 306. 10 











142 A. von Kithy: Beitrage zum Permeabilitatsproblem. 
3 I 


iibersteigt. Harnstoff, als typischer Eiweibpeptisationsstoff, kan) 
eventuell auch durch Herauslésen von locker gebundenen Protein 
micellen in die Diffusionsprozesse eingreifen. 

Natiirlich darf dabei kein proportionaler Zusammenhang zwischen 
Oberflachenaktivitat der einzelnen hydrotropen usw. Stoffe — die ja 
an der Grenzfliche Fliissigkeit—Luft gemessen wird, wahrend dice 
Adsorption dieser Stoffe an der Grenze von Fliissigkeit und gequollenen 
Micellen erfolgt — und ihrer Wirkung auf die Zuckerexosmose gesucht 
werden, 

Oberflacheninaktive Stoffe, wie NaCl, Na,SO,, werden in den 
Kapillaren negativ adsorbiert, bei diesen Stoffen kommt also in erster 
Linie die osmotische Plasmaschrumpfung zur Geltung, eventuell auch 
die Aufladung der Grenzmicellen. Dementsprechend vermindert sich 
mit Zunahme ihrer Konzentration die Zuckerexosmose kontinuierlich. 


Zusammenfassung. 


1. Im Anschlu8 an friihere Modellversuche wurde die Wirkung 
verschiedener organischer (oberflachenaktiver) und anorganischer Stoffe 
auf die Zuckerexosmose aus Zuckerriibenschnitzeln untersucht. 

2. Auf Grund der Versuchsergebnisse und auf Grund der neuesten 
Forschungsresultate von Szent-Gyérgyi und seiner Schule wurde versucht, 
ein einheitliches Bild iiber die Exosmoseerscheinungen und die Struktur 
der Pflanzenplasmamembran zu gewinnen. 
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Beeinflussung der Phosphatase verschiedenen 
Reinheitsgrades durch UV- und Réntgenstrahlen. 
(Ein Beitrag zur Proteinnatur des Ferments). 

Von D. Albers. 

(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité, 
Berlin.) 

(Eingegangen am 15, Juli 1940.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit berichteten R. Iwatsuru und K. Nanjo (1), daB die 
aus getrockneter Rindersubstanz gewonnene alkalische Rinderphospha- 
tase (Rohferment) weder durch Ultraviolett- oder Ultrarotlicht noch 
durch Réntgenstrahlen beeinfluBt wird. Bebriitungsansatz erfolgte 
iiber 24 bis 240 Stunden; als Substrat diente Mg.P.O,;. Hierzu ist 
versuchstechnisch zu bemerken, daB die Dosierung der UV-Strahlen 
zwar ausreichend, die der Réntgenstrahlen (insgesamt 1 bis 2 HED., 
140 kV) minimal bemessen wurde, da selbst eine hundertmal gréBere 
Dosis fiir Fermentversuche in vitro als klein anzusehen ist. 

Die Studien von /watsuru und Nanjo iiber die alkalische Pyro- 
phosphatase kénnten dahin verallgemeinert werden, daB alkalische 
Phosphatasen gegen UV- und Réntgenlicht unempfindlich seien. Hier- 
gegen spricht schon die Tatsache, daB selbst hochgereinigte Praparate 
wie die saure Prostataphosphatase von W. Kutscher (2) und die alkali- 
sche Nierenphosphatase von JD. Albers (3) noch EiweiB enthalten. 
EiweiBkérper werden aber entsprechend ihrer Absorption im UV-Be- 
reich denaturiert. Wir konnten vor kurzem zeigen (4), daB die alkalische 
Nierenphosphatase sich in ein Apo- und Co-Ferment trennen laBt und 
daB das Protein einen wesentlichen Bestandteil des Fermentkomplexes 
bildet. Falls eine Bestrahlung der Nierenphosphatase desselben Rein- 
heitsgrades keine Wirksamkeitsinderung des Ferments hervorrufen 
sollte, miiBte man folglich das Protein als unwesentlichen Begleitstoff 
des Ferments auffassen, da die Proteine entsprechend ihrer Absorption 
im UV-Bereich denaturiert werden. 

Um die Eiwei8natur des Enzymmolekiils auch von anderer Seite 
sicherzustellen — noch vor kurzer Zeit wurde der EiweiBcharakter des 
Phosphatasemolekiils als nicht bewiesen angesehen —, gingen wir in 
der Weise vor, daB alkalische Phosphatasen verschiedenen Reinheits- 
grades erstens der Einwirkung des gesamten Spektralbereiches, zweitens 
durch Vorsatz von Filtern nur einem bestimmten Ausschnitt aus dem 
UV-Spektrum ausgesetzt wurden. SchlieBlich wurde eine Absorptions- 
kurve aufgenommen, um einen besseren Einblick in die Art des Eiweib- 


10* 
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molekiils zu gewinnen. Entsprechend dem 5000- bis 50000fac| 


gréBeren Reinheitsgrad der gereinigten Nierenphosphatase gegeniiber 
dem Nierenrohferment von IJwatsuru und Nanjo, die keine Beein 
flussung ihres Enzvyms sahen, muBte erwartet werden, da unser 
Nierenferment durch die UV-Strahlen schnell zerst6rt wird. Wir 
konnten kiirzlich zeigen (5), daB selbst die ungereinigte Serumphospha 
tase, deren Reinheitsgrad etwa dem Ferment der japanischen Autoren 
entspricht, durch eine ahnliche UV-Dosierung, wie sie yon Iwatsuru 
und Nanjo angewandt wurde, in einer Stunde zu 50 % zerstort wird. 

Die Réntgenstrahlenintensitaét war jedoch in unseren damaligen 
Versuchen erheblich gréBer gewahlt worden, um eine grobe Anzah| 
von Elektronen zur Auslésung zu bringen, die in der Lage ist, Ver 
anderungen chemischer Natur hervorzurufen. Lediglich unter Versuchs- 
bedingungen, die zur Entstehung von méglichst viel Elektronen fiihren 
kann eine Fermentbeeinflussung in vitro erwartet werden. Die Réntgen- 
dosis wurde daher auf das 25- bis 50fache der von den japanischen 
Autoren benutzten Intensitat erhéht: nur aus technischen Griinden 
wurde die Bestrahlungsintensitat nicht noch weiter erhéht. 


Methodik. 


Darstellung der Nierenphosphatase nach H. Albers (6) (mittlerer 
Reinheitsgrad) und PD. Albers (3) (hoher Reinheitsgrad) aus Schweine- 
oder Pferdenieren!. py 9,42, NH,Cl-Puffer, Ansatz 1 Stunde bei 35°, 
Substrat: #-glycerophosphorsaures Na: Phosphatbestimmung nach 
Lohmann und Jendrassik mit Zeiss’ Stufenphotometer. 

Darstellung der Gallenphosphatase durch Halbsattigung mit 
(N Hy)oSQOy, und anschlieBende Dialvse gegen Aqua bidest. Bebriitungs- 
ansatz 1 Stunde bei 37°. 

Serumphosphatase: Bebriitungsansatz 3 Stunden bei 37°. 

UV.-Bestrahlung: Quarzlampe mit Wasserkiihlung, Abstand 10 
bzw. 15 cm. 

Réntgenbestrahlung: 190 kV, 0,8 Cu HWS., 1550 r/min. 


1. Teil. Der EinfluB von UV-Strahlen auf Phosphatasen verschiedener 
Herkunjt wnd verschiedenen Reinheitsgrades. 


Versuchsprotokoll. Die Abnahme der Fermentaktivitaét mit Zu- 
nahme der Bestrahlungsdauer geht deutlich aus Tabelle I und If hervor. 


' Bei Anwendung desselben Verfahrens zur Darstellung der Nieren 
phosphatase ist als Ausgangsmaterial Pferdeniere vorzuziehen, da die 
Fermentaktivitat um 70 bis 110°, gréBer ist als bei Verwendung von 
Schweineniere. 2 Das Optimum der Fermentwirksamkeit liegt bei eine! 
einstiindigen Bebriitungszeit nicht bei pu 9,1, sondern bei px 9,4. 
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Tabelle I. Nierenfermentpraparat F. 
Versuch ohne Filtervorsatz. Einwirkung des gesamten UV-Spektral- 
bereichs. 








Ohne Mg Mit Mg 
mg P.O; in %% mg P,0O,; in %J5 
Vor Bestrahlung ..... 5,07 100,0 6,59 100,0 
Nath 20 .m......-+.> 0,727 14,3 0,987 17,6 
ee et ai ee 6 0,032 0,6 0,072 1,3 
USE | ae Maer eye 0,000 0,0 0,000 0,0 


Der Phosphatasewert pro 1 mg Nierenfermenttrockenpulver bei 
einstiindiger Spaltungsdauer betrug vor der Bestrahlung 5,07 mg P.O, 
bzw. 5,59 mg P.O; mit optimalem Mg-Zusatz. Ohne Filterung war schon 
nach 10 Minuten eine Wirksamkeitsabnahme von 84%, 
Nach 20 Minuten waren nur noch Spuren nachweisbar. Nach 30 Minuten 
war ein vollkommener Aktivitatsverlust eingetreten. Es kann demnach 
kein Zweifel besteben, daB die Einwirkung des gesamten UV-Spektral- 
bereiches einen Verlust der Fermentwirkung zur Folge hat. Die Ver- 
inderung am Enzymmolekiil geht schon bei einem Praparat dieses 
teinheitsgrades mit groBer Geschwindigkeit vor sich (schon nach 
10 Minuten ein Aktivitatsverlust von 86°,). Verwendet man ein Nieren- 
ferment, dessen Reinigung von uns (3) noch weiter erhéht wurde, so 
zeigt sich, daB die Abnahme der Phosphatasewirksamkeit durch die 
UV-Bestrahlung mit noch gréBerer Geschwindigkeit als in dem Versuch 
der Tabelle I vor sich geht. Das reinere Ferment ist also auch UV- 
strahlenempfindlicher. 


zu beobachten. 


Mit einem aus Galle gewonnenen Praparat, das nur etwa !/;9 so 
wirksam wie das entsprechende Nierenferment war, erhielten wir einen 
geringeren Wirksamkeitsverlust. Eine Bestrahlung unter denselben 
Bedingungen wie bei dem Nierenferment ergab Werte, die wir in 
Tabelle II zusammengestellt haben. 


Tabelle Il. Gallenfermentpraparat 2. 


Versuch ohne Filtervorsatz. 





Ohne Mg Mit Mg 
mg P, O; in %J> mg P,0; in %5 
Vor Bestrahlung ..... 0,0993 100,0 0,130 100,0 
Nach 10 Min. ........ 0,073 73,4 0,095 73,1 
eee sdca ewes 0,042 42,3 0,0538 41,4 


Nach 10 Minuten war eine Abschwachung der Gallenphosphatase 
um 27 %, nach 30 Minuten um 58 °, erfolgt. Es unterliegt also das weni- 


ger aktive bzw. weniger gereinigte Gallenferment einer geringeren Zer- 
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stérung pro Zeiteinheit als das Nierenferment. Die Magnesiumwerte 
gehen den nicht aktivierten Fermentwerten streng parallel. Hieraus 
kann der Schlu8 gezogen werden, daB im UberschuB vorhandene 
Mg-Ionen nur insoweit an das Enzymmolekiil gekoppelt werden kénnen 
als aktives, nicht zerstértes Protein vorhanden ist. Einen Vergleich 
zwischen der Nieren- und Gallenphosphatase wie auch ihrer Aktivierbar- 
keit durch optimalen Mg-Zusatz gibt Abb. 1. Die prozentuale Aktivitat 
ist jeweils auf den Ausgangswert bezogen, die Erhéhung der Ferment. 
100 wirksamkeit durch Magnesium ist in der 
Kurve nicht beriicksichtigt. In einer friitheren 
Arbeit stellten wir fest (5), daB die, Serum. 
phosphatase, welche gering aktiv ist, gleich- 
falls langsam an Wirksamkeit verliert. Dem- 
nach hat der Reinheitsgrad eine wesentliche 
Bedeutung fiir die Intensitét der Ferment- 
zerstOrung. Je umreiner eine alkalische 
Phosphatase ist, desto geringer ist die 
Empfindlichkeit gegen das kurzwellige Licht. 
0 Vermutlich trifft dies auch fiir Phosphatasen 
ty —> 2 mit einem Optimum in saurem Milieu zu 
pdt gator gp ree ie Wir nehmen daher an, daB die Verschieden- 
tase durch UV-Bestrahlung. heit der Ergebnisse von Jwatsuru und Nanjo 
aconytinny mit unseren Befunden darauf beruht, da} 
der Reinheitsgrad der verwendeten Praparate 
sehr verschieden war. Unser Nierenferment spaltet etwa 500mal 
schneller als das der japanischen Autoren und ist von einer groBen An- 
zahl Begleitstoffe befreit. Prinzipiell ist der Einflu8 der UV-Strahlen 
auf Nieren-, Serum- und Gallenphosphatasen gleich, nur daB der Rein- 
heitsgrad fiir die Schnelligkeit der Zerst6érung von wesentlicher Be- 
deutung ist. 

In einer friiheren Mitteilung (5) konnten wir die Méglichkeit der 
Einwirkung von Sulfhydrylkérpern, welche aus dem Serumeiweil vor 
der Bestrahlung vorhanden oder wahrend der Bestrahlung entstanden 
sein konnten, im Sinne einer Hemmung nicht ausschlieBen. Wir haben 
zwar damals betont, da es sich in erster Linie um eine direkte Zer- 
stérung des Proteintragers des Ferments handle, muBten aber die Rolle 
von Disulfidgruppen auBer acht lassen. Der schnelle Verlust an Wirk- 
samkeit bei dem Nierenferment beweist aber, daB Sulfhydrylkérper. 
die nach Schaffner und Bauer (7) sowie Waldschmidt-Leitz (8) nur in 
groBer Konzentration eine Hemmung hervorrufen kénnen, hierfiir 
nicht verantwortlich zu machen sind. Der verhaltnismaBig betrachtliche 
Reinheitsgrad der Nierenphosphatase, die nur eine sehr kleine Eiweili- 
menge enthalt, schlieBt das Auftreten von gréBeren Mengen Sulfhydry!- 
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2. Teil. Absorptionsspektrum 
einer nach PD. Albers gereinigten Nierenphosphatase. 


Durch diese Untersuchungen war noch nicht entschieden, ob die 
Enzymschadigungen durch den kurz- oder langwelligen Anteil des 
UV-Bereiches zustande kam. Zuniachst orientierten wir uns durch 
Vorschalten von Filtern tiber das ungefaihre Absorptionsmaximum. Es 
zeigte sich aber, dab die Verwendung der Filter U. G. 1 und B. G. 3, 
und G, G, 2, dessen Absorptionsbereich iiber 300 my. liegt, keine wesent- 
liche Aktivitaétsverminderung des 
Ferments ergab. Diese betrug 
bei U. G. 1 und B. G.2 nur 8% 
nach 60 Minuten und 15 cem Ab- 
stand; bei G.G.2 konnte kein 
Unterschied vor und nach Be- 
strahlung beobachtet werden. met 
Da einerseits die Nierenphospha- é sa ced sd wvad 

‘ Wellenlange mat 
tase durch das gesamte Spektral- 














‘ oe Abb. 2. Absorptionskurve im kurzwelligen 
bereich des UV-Lichtes in kurzer Licht einer nach D. Albers gereinigten Nieren- 


Zeit vollkommen zerstért, an- phosphatase. 

dererseits oberhalb von 300my, kaum beeinfluBt wird, war anzu- 
nehmen, daf die Absorption unterhalb von 300 mu. lag. Eine Klarung 
ergab die daraufhin vorgenommene Absorptionskurve!. Wir geben in 
Abb. 1 die Absorptionskurve einer von uns gereinigten Nierenphospha- 
tase wieder. Dieses Nierenferment ist das reinste, welches bislang an 
alkalischen Phosphatasen gewonnen wurde. 

Die Absorptionskurve zeigt zwei Maxima; das eine liegt bei 200 my. 
und das zweite bei 260 mu. Sie gleicht den Absorptionsspektren von 
reinen Albumin- oder Globulinlésungen, die bekanntlich auf Grund 
ihres Absorptionsspektrums nicht voneinander unterschieden werden 
kénnen. Die Absorption wurde an mehreren Enzymlésungen gemessen ; 
sie ergab bei den verwendeten Lésungen eine Ubereinstimmung. 


3. Teil. Der EinfluB von Réntgenstrahlen auf Phosphatasen verschiedener 
Herkunjt und verschiedenen Reinheitsgrades. 


Da zwischen den UV-Strahlen und dem Réntgenlicht fiir die Be- 
strahlung von Lésungen im wesentlichen ein nur quantitativer Unter- 
schied besteht, war auch zu erwarten, daB die Réntgenstrahlen eine 
Fermentschadigung hervorzurufen imstande sind. Einen an Nieren- 
und Gallenphosphatase durchgefiihrten Versuch geben wir in Tabelle III 
und V wieder. Die Intensitat der Réntgenstrahlen wurde im Vergleich 


' Die Ausmessung der Absorptionskurve verdanken wir der Liebens- 
wirdigkeit von Prof. Friedrich und Dr. Schulze, Institut fiir Strahlen- 
forschung, Universitat Berlin. 
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zu sonst bei Enzymbestrahlung tiblichen Dosen niedriggehalten. yj; 
untersuchten den EinfluB in einem Bereich von 12000 bis 70000 r E. f. D 
Mit einer Dosierung, wie sie bei biologischen Versuchen, d.h. bei b: 
strahlen des Gesamtorganismus, tiblich ist, kann man bei Ferment 
ansadtzen in vitro keine Beeinflussung erwarten. Wir geben im folgende: 
unsere Versuchsprotokolle in Tabelle III und IV wieder. 


Tabelle III]. Nierenlésung Fa. 
0,08 mg Trockenpulver in leem. Aktivitaét berechnet auf 1 mg Trocken 
pulver. MgCl, Endkonzentration 0,005 mol. 





Mit Mg 


Ohne Mg 


mg P,0O; in 9/5 mg P.O; in © 


Vor Bestrahlung 4,78 100,0 5,20 100,0 
12400 r 4,45 93,1 4,83 92,9 
24 800 r 4,08 85,4 4.36 83,8 
37 200 r rs 78.8 3,99 76,7 


Tabelle IV. 
10mg Trockenpulver in leem. Aktivitét berechnet auf 10 mg Trocken 
pulver. 





Ohne Mg Mit Mg 


mg P,Os in ° mg P,O,; in 0 


Gallenfermentpraparat A. 
Vor Bestrahlung 0,0455 100,0 0,0559 100,0 
12400 r 0,0459 100,0 0,0569 161,8 
24 800 r 0.0467 102,6 0,060 100.0 
37 200 r 0,0470 103,3 0,060 100,0 
Gallenfermentpraparat B. 


Vor Bestrahlung 0,0642 100,0 0,0814 100,0 
0,0555 87,0 1,0726 89,0 


Nach einer Einwirkung von 37000 r hat die Nierenphosphatase um 
21%, in den Ansatzen mit MgCl, um 23% an Aktivitat eingebiibt. 
Das aus der Galle gewonnene Enzym erfuhr bei der gleichen Bestrahlungs- 
dauer keine Beeinflussung. Erst bei 70000 r, einer Dosis, die um 100°, 
groBer ist, tritt ein Wirksamkeitsverlust von 13°, bzw. von 11°) in 
den Ansatzen mit MgCl, ein. Es steht daher fest, daB die Nieren- 
bzw. Gallenphosphatase ebenso durch R6ntgenstrahlen geschadigt 
wird, wie das bereits von der Serumphosphatase berichtet wurde. Die 
Angaben von Jwatsuru und Nanjo iiber das Fehlen eines Réntgen- 
strahleneffektes von der HED. auf das Rohferment der Nieren- 
phosphatase und der gleiche Befund von Wilkins und Regen (9) bei der 
Knochenphosphatase mit einer groBen Strahlendosis zeigen nur, dat 
1. das zu untersuchende Enzym einen gewissen Reinheitsgrad besitzen 
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Beeinflussung von Phosphatase durch UV-Strahlen usw. 


und 2. die Strahlenintensitat geniigend groBb gewahlt werden muB. Wir 
wissen aus friiheren Untersuchungen (4), daB die alkalische Phosphatase 
aus einem Apo- und Co-Ferment besteht. Das Apo-Ferment wird als 
spezifischer EiweiBtrager durch die UV- wie auch die Réntgenstrahlen 
angegriffen, so daB das Holo-Ferment seine Wirksamkeit einbiBbt. 
Durch die Absorptionsmaxima des reinen Nierenferments im kurz- 
welligen UV-Bereich haben wir den Beweis erbracht, daB das Eiweif 
der Phosphatase den Albuminen bzw. den Globulinen nahesteht oder 
mit diesen identisch ist. Der Proteinteil des Fermentkomplexes wird 
durch das kurzwellige UV-Licht zerstért, wodurch die Gesamt- 
aktivitat verlorengeht. 


Zusammenfassung. 


1. Die aus Pferdeniere dargestellte hochaktive Phosphatase wurde 
durch kurze Einwirkung des gesamten UV-Spektrums sehr schnell 
zerstért. Die Wirksamkeit einer aus Galle gewonnenen weniger aktiven 
Phosphatase nahm durch UV-Strahlen langsamer als die Nieren- 
phosphatase an Wirksamkeit ab. Das unreine Priparat ist weniger 
strahlenempfindlich als das weitgehend gereinigte Praparat. 

2. Das Vorschalten von Filtern oberhalb von 300 my. zeigte die- 
selbe Fermentzerstérung wie das gesamte UV-Spektrum. 

3. Die Absorptionsmaxima einer von uns dargestellten reinen 
Nierenphosphatase liegen bei 200 bis 260 my. Die Absorptionskurve 
gleicht reinen Albumin- oder Globulinlésungen. 

4. Die Nieren- und Gallenphosphatase wird durch Réntgenstrahlen 
zerstért, die erstere ihrem gr6éBeren Reinheitsgrade entsprechend 
schneller als die letztere. Die Angaben anderer Autoren iiber das Fehlen 
eines Réntgenstrahleneffektes beruhen auf Verwendung einer zu wenig 
gereinigten Fermentlésung oder einer zu geringen Strahlenintensitat. 
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Der Gaswechsel des Bac. Prodigiosus 
auf d-Xylose enthaltendem Kieselsiure-Nihrboden. 
Von 
(iy. Berenesi. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und Bakteriologie der kénig), 
ung. Pazmaény Péter-Universitaét in Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1940.) 


Im Laufe der mit Jllényi (1) (2) frither durchgefiihrten Unter. 
suchungen konnten wir nachweisen, daB bei Zugabe von 2 % d-Xylose 
zum Agarnahrboden der Gaswechsel des Bac. Prodigiosus in den ersten 
24 Stunden nach der Beimpfung gewaltig zunimmt. Spater stellte 
sich heraus, daB die Gaswechselerhéhung durch d-Xylose nur in dem 
Falle zustandekommt, wenn im Nahrboden auch Fleischextrakt vor- 
handen ist [/llényi und Berencsi (2)]. Diese Erscheinung versuchten 
wir damit zu erklairen, da8 ein im Fleischextrakt vorhandener Stoff, 
oder Stoffe die Wirkung der Xylose erganzen und nur die so zusammen. 
gesetzte Verbindung den Sauerstoffverbrauch der sich entwickelnden 
Bakterienkultur erhéht. In den Nahrbéden, in denen wir die oxydations- 
steigernde Wirkung des Komplexes Xylose-Fleischbriihe beobachten 
konnten, war der den Nahrboden zu Erstarrung bringende Bestandtei! 
in jedem Falle Agar-Agar. Zur Weiterfiihrung der Untersuchungen 
fanden wir die Feststellung notwendig, ob zu der beschriebenen Wirkung 
der Agar selbst oder in demselben eventuell anwesende Verunreinigungen 
beitragen. Zur Klarung dieser Frage zeigte sich der feste Kieselsaure- 
nahrboden sehr geeignet, wie er schon langst in erster Linie in der Erd- 
bakteriologie verwendet wird. In Lehr- und Handbiichern finden wir 
mehrere Verfahren iiber die Bereitung von Nahrbéden aus Kieselsaure 
beschrieben. In letzterer Zeit wurden sie von Hettche und Miinch (3) fiir 
die medizinisch-bakteriologische Diagnostik empfohlen, die tiber mit 
ihrem Verfahren erzielte sehr giinstige Erfolge berichten. 

Zum Nahrboden verwendete ich Bouillon, Na-Silicitum venale und Ac. 
phosphoricum. Der Nahrboden wurde auf folgende Weise hergestellt: In 
ein Reagensréhrchen wurde z.B. zu 2ccem Na-Silicium venale 2 ccm 
Bouillon gegeben, in ein anderes Reagensglas kam 1,2 cem Phosphorsaure 
und 4 eem Bouillon. Die in den beiden Reagenzglasern befindlichen Lésungen 
wurden 15 Minuten lang stehen gelassen, sodann die Saéure enthaltende 
Lésung zu dem Na-Silicium gegossen, aufgeschiittelt und das Reagenz- 
réhrchen mit rascher Bewegung in schrage Lage gebracht. Der Nahrboden 
erstarrte in einigen Sekunden, und konnte gleich verwendet werden. Die 
Menge der Phosphorsaure und des Na-Silicitums venale muB gegebenenfalls 
so geandert werden, da8B sowohl Konsistenz als py-Wert den Anforderungen 
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entspricht. Die Titrationswerte bleiben lange Zeit konstant. Die zur Bei- 
mengung zum Nahrboden bestimmten Stoffe, z. B. Xylose, miissen in der 
Bouillon usw. vorher in der entsprechenden Konzentration aufgelést werden. 

Meine Untersuchungen fiihrte ich am Kieselsiurenahrboden mit 
und ohne Xylose durch. Der Sauerstoffverbrauch wurde mittels des 
Bakterienstoffwechselapparats nach /llényi (4) bestimmt. Die Zeitdauer 
der Untersuchungen betrug 24 Stunden. Zu den Versuchen verwendete 
ich Bacillus Prodigiosus. Der Sauerstoffverbrauch bezog sich auf die 
sich entwickelnde Bakterienkultur von der Beimpfung an gerechnet. 
Auswertung der Ergebnisse siehe Tabelle I. 


Tabelle I. 





Nahrboden M o | PE. M,;—M,/ 8.D. 


Kieselsaure-Fleischextrakt-Nahrboden 15 | 13,64 3,10 0,54 
Kieselsaure-Fleischextrakt-Nahrboden 
mit 2% Xylose 25,65 836 1,43 | 12,01 | 7,8 
= Zahl der Versuche, M = Mittelwert des Sauerstoffverbrauches in red. ccm, 


= fda l M. 
J Ix ; P. By = 0,6745-| bd ); S.D. = M.-H, 
n 4 
n—1 


, 


| P.E.j, + P.E.3,, 


Eine Kohlensaéurebestimmung konnte wegen der stérenden Wirkung 
des aus der Kieselséure trépfelnden Kondenswassers nicht genau durch- 
gefiihrt werden. Dadurch wurden aber die Untersuchungen nicht gestért, 
da die aufzuklarende Frage der Sauerstoffverbrauch war. 

Aus der Tabelle I kénnen wir sehen, daB bei Anwendung von 
Xylose enthaltendem Nahrboden der Sauerstoffverbrauch wesentlich 
héher ist. Demnach ist die Wirkungsfahigkeit der Xylose nicht an die 
Anwesenheit des Agars gebunden bzw. der Agar ist nicht an der kom- 
binierten Wirkung von Xylose und Fleischextrakt beteiligt, welche zu- 
sammen die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs zustandebringen. In 
der bereits erwahnten Arbeit (2) konnten wir auch nachweisen, dab 
die d-Xylose in Nahrboden aus geronnenem Rinderserum keine Steige- 
rung des Sauerstoffverbrauchs verursacht. Daraus und aus den jetzt 
vorgenommenen Untersuchungen geht hervor, daB die d-Xylose den 
Sauerstoffverbrauch der sich entwickelnden B. Prodigiosus-Kultur 
dann erhéht, wenn auch Fleischextrakt anwesend ist. Es ist wahr- 
scheinlich, daB der Stoff, oder die Stoffe, die diese erganzende Wirkung 
austiben und in dem Fleisch vorhanden sind, in dem Blutserum fehlen. 


Der Sauerstoffverbrauch hangt von der Zahl der entstehenden 
Bakterien, von dem Stoffwechsel der einzelnen Bakterienindividuen, 
ferner von der GréBe der Bakterienkérper ab. Die Resultante des aus 
mehreren Eigenschaften sich zusammensetzenden Bakterienzustandes 
ist der Sauerstoffverbrauch als ein empfindlicher Indikator, der genauer 











152 Gy. Berencsi: Gaswechsel des Bac. Prodigiosus auf d-Xylose usw 


ist als die bisherigen Methoden. Um jedoch zu entscheiden, welch: 
der erwahnten Eigenschaften irgendein Wirkstoff beeinfluBt, miissen 
wir natiirlich zu anderen Hilfsmethoden greifen. Der Komplex Xylose- 
Fleischextrakt wirkt ebenfalls auf diesen Bakterienzustand. Welcher 
Stoff oder Stoffe des Fleisches es sind, die in der Komplettierung der 
Xvlose eine Rolle spielen, ist noch durch weitere Untersuchungen zu 


klaren. 
Zusammenfassung. 

Im Laufe friiherer Arbeiten zeigte sich, daB d-Xylose den Sauer. 
stoffverbrauch des Bac. Prodigiosus auf Agarnahrboden bei Anwesenheit 
von Fleischextrakt bedeutend steigert. Die jetzigen Untersuchungen 
machten es durch die Anwendung des Kieselsiurenahrbodens méglich, 
die Xylosewirkung bei Ausschaltung des Agars naher zu untersuchen. 
Es stellte sich dabei heraus, daB bei der Wirkung der d-Xylose der Agar 
keine Rolle spielt. Die Xylosewirkung wird somit durch einen im 
Fleisch vorhandenen Stoff oder Stoffe komplettiert. 


Literatur. 


1) A. Illényi u. Gy. Berencsi, diese Zeitschr. 297, 46, 1938. 2) Die- 
selben, ebenda 298, 301, 1938. — 3) Hettche u. Miinch, Centralbl. f. Bakt. 
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Die Wirkung der Polyphenoloxydase im Tierkérper’. 
Von 
T. Erdés. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Eingegangen am 16, Juli 1940.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Ziel unserer Arbeit war zu sehen, ob die Polyphenoloxydase 
auch im tierischen Organismus wirkt, und die Erscheinungen zu ver- 
folgen, welche sich entwickeln, wenn man parenteral ein stark positives 
Redoxsystem verabreicht. 

Die Polyphenoloxydase haben wir nach einer Methode hergestellt, 
deren Prinzip kurz folgendes ist: 

Der ausgepreBte Saft gemahlener Kartoffelschalen wird auf 
4 Minuten in ein Wasserbad von 60° C gesetzt, der inaktive Niederschlag 
abzentrifugiert, der Saft ausgefroren 
und von den ausgeschiedenen Kis- . ee pee | 
kristallen scharf abzentrifugiert. « Aeinste todliche Dosis 
3 0 gralite unwirksame Dosis 
| St SWE... <aracsisots 





Durch dreimaliges Wiederholen des 
Ausfrierens und Zentrifugierens wird 
die Menge der Fliissigkeit auf ein 
Viertel ihres Anfangvolumens ein- 
geengt. 

Die weitere Reinigung des En- 
zyms erfolgt annahernd nach der 
Beschreibung von Kuhbowitz? mittels 
Fraktionierung durch Aceton und 
Ammoniumsulfat. 

Als Einheit (E.) wird jene En- 
zymmenge bezeichnet, welche 1 ccm 
m/100 frisch. bereitete Ascorbin- 
sdurel6sung in Gegenwart von 50mg 
Brenzcatechin (in 2 em Acetat- Aisieaaiine 
puffer von py 4,7 gelést) und einem aa 4. 
Tropfen alkoholischer Benzidin- 
lésung binnen | Minute oxydiert. Die Oxydation wird durch die lila 
Farbe des oxvdierten Benzidins angezeigt. 


Brenzcatechin 








5 


* Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, New York, 
unterstiitzt. — * Diese Zeitschr. 292, 221, 1937. 
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Wir lésten das Enzym in physiologischer NaCl-Lésung, so da; 
die Konzentration 100 E. pro 1 cem betrug. Die so erhaltene Lésung 
hat eine dunkelbraune Farbe und ist wasserklar. EiweiBgehalt: 1 cem 
= 100 E. = 10 mg. 

Die Maus vertragt intravenés 50 E. bzw. 0,5cem des Enzyms. 
Subcutan injiziert wird das Ferment nicht resorbiert. 

Das Brenzcatechin wurde subcutan als 1 °,ige Lésung verabreicht. 
Tédliche Dosis: 0,4 mg/g. 

Wenn wir vor der Injektion von Brenzcatechin Polyphenoloxydase 
intravenés einspritzten, wurde die tédliche Dosis des Brenzcatechins 
bedeutend herabgesetzt. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen 20 g schwere Mause. 

Die Versuchsergebnisse sind in der Abbildung zusammengefabt. 
Wie daraus zu ersehen ist, driickt schon 1 E. Polyphenoloxydase die 
tédliche Brenzcatechindosis auf ein Viertel herab und wenn wir die 
Enzymmenge auf 20 E. steigern, wird die tédliche Dosis auf !/,, her- 
untergesetzt. 


Herrn Prof. Dr. A. von Szent-Gyérgyi mochte ich fiir seine Anregung 
und Ratschlage herzlichst danken. 
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Studien iiber das Verhalten der Lactose 
in alkalischer Lésung. IV. 
Von 
B. Bleyer und A. Schloemer. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt und dem Universitatsinstitut fiir 
Lebensmittelchemie, Miinchen.) 
(Eingegangen am 22, Juli 1940.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung! konnten drei verschiedene Arten der 
Einwirkung alkalischer Lésungen auf Kohlenhydrate festgestellt werden : 
sofortige Einstellung des Gleichgewichts zwischen der «- und /$-Form, 
eine Verschiebung des Gleichgewichts sowie eine chemische Einwirkung 
des Alkalis auf die Kohlenhydrate. Unter dem EinfluB von OH-Ionen 
wird das Gleichgewicht zur Seite der niedrig drehenden Modifikation 
verschoben. Durch Neutralisation kann der Einflu8 der OH-Ionen 
gehemmt und eine Wiedererhéhung der Drehung bis nahe an den 
normalen Wert bewirkt werden. In saurer Lésung findet eine Er- 


hohung der spezifischen Drehung, bedingt durch eine Verschiebung des 
Gleichgewichts zugunsten der «-Modifikation statt. Diesem Vorgang 
entspricht im alkalischen Medium eine Erniedrigung der spezifischen 
Drehung, die durch eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten 
der §-Form hervorgerufen wird. 


Im folgenden soll der Einwirkung alkalischer Lésungen auf Lactose 
weiter nachgegangen werden. Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche 
diente eine kaufliche «-Lactose, die aus Wasser umkristallisiert war. 
Das gereinigte Material wurde im Achatmérser méglichst fein pulverisiert, 
um die Lésung zu beschleunigen. Beider Auflésung wird aus dem gleichen 
Grunde dauernd umgeschiittelt und die Lésung sofort im vorbereiteten 
Rohr polarisiert. Die Auflésung zu einer 5°,igen Lésung nimmt im all- 
gemeinen soviel Zeit in Anspruch, daB die erste Ablesung etwa 5 bis 
10 Minuten nach der Beriihrung der trockenen Substanz mit dem ersten 
Tropfen Lésungsmittel erfolgen konnte. Die Messungen wurden im 
200 mm-Rohr bei 20°C ausgefiihrt. Die Rotation ist in Kreisgraden 
angegeben und auf Monohydrat C,.H..0,; -H.O berechnet. Als Licht- 
quelle diente eine Osram-Natrium-Spektrallampe. 


1 B. Bleyer u. H. Schmidt, Diese Zeitschr. 141, 278, 1923. ILI. Mit- 
teilung (Studien iiber das Verhalten der wichtigsten Kohlenhydrate in 
stark saurer, alkalischer usw. Lésung). 





B. Bleyer u. A. Schloemer: 


Versuch 1. 
Mutarotation einer 5°,igen Lésung von «-Lactose in destilliertem 
Wasser bei 20°C. 





Zeit nach der ersten Zeit nach der ersten 90 


Beriihrung mit dem as Bertihrung mit dem LD 


Lésungsmittel Lésungamittel 
10 Minuten + §81,7° 360 Minuten +- 58,89 


50 *” + 70,2 1020 9 +- 54,0 
250 ; +- 60,9 1440 9 +- 53,0 


Versuch 2. 


Mutarotation einer 5°,igen «-Lactoselésung, die auBerdem 0,2 °, 


NaOH enthalt. 





Zeit nach der ersten 
Beriihrung mit dem 
Lésungsmittel 


10 Minuten 
5 Tage 
Urspriingliche Lésung nach Neutralisation mit HCl 5 
Die neutralisierte Lésung 6 
Urspriingliche alkalische Lésung 7 
Diese Lésung nach Neutralisation mit HCl .... 
Urspriingliche alkalische Lésung mit HCl neu- 
tralisiert 9 
Dasselbe 11 


‘ 
‘ 


Versuch 3. 
Mutarotation einer 5°,igen «-Lactoselésung, die auBerdem 1°, 
NaOH enthalt. 





Zeit nach der ersten hin 
Bertihrung mit dem “7) 
Lésungsmittel 


: 10 Minuten +- 49,8! 
20 Stunden 4+. 19,8 
Urspriingliche Lésung mit HCl neutralisiert ... 20 me + 
Urspriingliche alkalische Lésung ; 2 Tage 
Lésung mit HCl neutralisiert y 


” 


Versuch 4. 
Mutarotation einer 5°,igen %-Lactoselésung, die Ys 
NaOH enthalt. 





Zeit nach der ersten 90 Zeit nach der ersten 
Beriihrung mit dem “7 Beriihrung mit dem 


Lisungsmittel Lésungsmittel 


4 Minuten tL. 33,89 1020 Minuten 

7 + 37,8 1 Tag 

10 o + 414 Neutralisiert | 2 Tage 
+ 41,3 aa «i a a Sia 
50 is - 40,5 


” 


25 os 
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Versuch 5. 


Pm ¢ 


Mutarotation einer 5 
NaOH enthalt. 


igen «-Lactoselésung, die auBerdem 20°, 





Zeit nach der ersten Zeit nach der ersten 
Beriihrung mit dem Beriihrung mit dem 
Lésungsmittel Lésungsmittel 


8 Minuten 90 Minuten L 26,0° 
10 180 ‘ + 17,7 
15 ‘ 330 ae L. 10,4 
40 + 31, 1620 ad 4,0 
50 ‘ : Neutralisiert | 16 


60 mit HCl 20 Minuten L 16.6 





Versuch 6. 


Mutarotation einer 10°, igen «-Lactoselésung, die auBerdem 20%, 
NaOH enthalt. 





Zeit nach der ersten Zeit nach der ersten 


90 


Beriihrung mit dem xy Bertihrung mit dem 
Lésungsmittel Lisungsmittel 


10 Minuten +. 29,20 120 Minuten +. 19,90 
20 és + 32,7 300 “i L 93 
25 re 1. 31,4 420 RF a 6 
30 RS L. 830.3 1440 2,4 
50 i 27,7 Mit HCl 


) ‘ 
‘ ; “a A . f 
60 ae -++ 26,0 neutralisiert | 1440 Minuten 1,5 





Versuch 7. 


Mutarotation einer 10°,igen g-Lactoselésung, die auBberdem 20°, 
NaOH enthalt. 

Die Lésung wurde méglichst schnell auf 95° C gebracht, bei dieser 
Temperatur 10 Minuten gehalten, mit Salzsiure neutralisiert und mdég- 
lichst schnell abgekiihIt. Mit Wasser wurde die Lésung auf das Doppelte 
des urspriinglichen Volumens gebracht, so daB die Konzentration der 
Lactose 5%, 
Versuch, die entstandene braune Lésung mit aktiver Kohle zu ent- 
farben, gelang nur teilweise. Die spezifische Drehung wurde durch diese 


betrug. Die spezifische Drehung betrug + 2,69. Ein 


Behandlung nicht verandert. Die Lésung wurde dann durch Zusatz 
von festem NaOH auf einen Gehalt von 20° NaOH gebracht, wiederum 
erhitzt, neutralisiert und abgekiihit und durch Verdiinnung mit Wasser 
auf einen Lactosegehalt von 2,5°, gebracht. Die spezifische Drehung 
betrug jetzt + 1,2°. 


Versuch 8. 


Rotation einer 5°,igen «-Lactoselésung, die auerdem einen 
Tropfen einer n /10 Natronlauge enthalt. Nach 10 Minuten aj) 
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Bei der Einwirkung der alkalischen Lésungen auf die Lactose tritt 
zuerst eine gelbliche Farbung auf, die sich spaiter bis braun vertieft. 
bis die Lésungen zuletzt so dunkel werden, da® die Ablesung der Ro. 
tation unméglich wird. Ein Niederschlag oder auch nur eine Triibung 
treten dabei nicht auf. Besondere Versuche zeigten, daB die braunliche 
Verfarbung der Lésung durch Natronlauge durch Licht nicht beeinflubt 
wird. Auch Bestrahlung durch UV-Licht hatte keine beschleunigende 
Wirkung. Die Verfarbung kommt allmablich zum Stillstand. Die Ge- 
schwindigkeit der Verfairbung steigt mit zunehmender Konzentration 
der Lauge. Auch die Entfairbung der Lésung ist bei gleicher Lactose. 
konzentration von der Konzentration der Lauge abhangig; sie ist um so 
intensiver, je konzentrierter die Lauge war. Bei der Verdiinnung der 
Lésung mit Wasser tritt eine Aufhellung der braunlichen Verfarbung 
ein, die anscheinend der Verdiinnung entspricht. Wenn man zur Ver. 
diinnung jedoch nicht Wasser, sondern Salzséure benutzt, d. h. wenn die 
Lésung neutralisiert wird, so ist die Aufhellung ungleich starker als mit 
Wasser allein. Die Sicherheit der Ablesung leidet naturgemaB unter der 
Verfarbung. Die Beobachtungen wurden daher im allgemeinen so lange 
fortgesetzt, bis eine weitere Ablesung der Rotation dadurch unméglich 
wurde. 

Durch die Neutralisation der alkalischen Lésung steigt die vorher 
mehr oder weniger stark unter den Endwert gesunkene spezifische 
Drehung wieder an, und zwar ist der Wiederanstieg um so gréBer, je 
konzentrierter vorher die Lauge war. Das Absinken des Drehungswertes 
geht ebenfalls um so schneller vor sich, je konzentrierter die Lauge ist. 
Je schneller also das Absinken des Drehungswertes vor sich geht, um so 
starker ist der spitere Wiederanstieg bei der Neutralisation. Bei einer 
Laugenkonzentration von 1°, betrug der Wiederanstieg etwa 1°, bei 
4% etwa 4 bis 5°, bei 20% etwa 20°. Merkwiirdigerweise geht jedoch 
das Absinken der spezifischen Drehung nicht stetig vor sich, wie etwa 
bei der Einstellung der Enddrehung, d.h. der Einstellung des Gleich- 
gewichts in rein wasseriger Lésung; es wird vielmehr durch ein zeit- 
weiliges Wiederansteigen der Rotation unterbrochen, wie aus den 
Versuchen hervorgeht und aus den logarithmischen Kurven der neben- 
stehenden Abbildung 1 deutlich ersichtlich ist. 

Die Kurven lassen sich deuten, wenn man den Verlauf der Ein- 
wirkung der Lauge auf die Lactose etwa folgendermaBen annimmt: 
Bei der Auflésung der «-Lactose in Wasser beginnt sofort die Ein- 
stellung des dynamischen Gleichgewichts zwischen der «- und der 
f-Form der Lactose, die jedoch schon durch sehr wenig Alkali momentan 
erfolgt. Dieses Gleichgewicht ist in alkalischer Lésung zugunsten der 
niedrig drehenden f-Form verschoben!. Der ebenfalls sofert einsetzende 


1 B. Bleyer u. H. Schmidt, a. a. O. 








Studien iiber das Verhalten der Lactose in alkalischer Lésung. IV. 159 


tritt chemische Angriff auf die Lactose geht auf komplizierten Wegen iiber 
biti mehrere Stufen vor sich. Bei der chemischen Zersetzung der Lactose 
Ro. diirften zunachst Verbindungen mit hoher positiver Rotation entstehen, 
die das Ansteigen der spezifischen Drehung im Reaktionsgemisch 





bune 

he verursachen, Als soleche! kommen «-Galactose und d-Sorbose in Be- 
lube tracht. Als Endprodukte? des alkalischen Abbaus wurden Milchsaure, 
onde Essigsdure, Ameisensiure und Kohlenséure gefunden, wodurch das 
Gn. Absinken der Rotation gegen Ende der Reaktion erklart werden kann. 
iin Der oder die K6rper, die die braune Verfarbung der Lésung verursachen, 
nee. diirften inaktiv sein, da die partielle Herausnahme derselben aus der 
a Lésung mit Hilfe aktiver Kohle keine Veranderung der spezifischen 
ier Drehung zur Folge hatte (Kohlenstoff ?). 
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‘ich- Beide Reaktionen, die Bildung héher positiv drehender Verbin- 

zeit - dungen und der vollstandige Abbau, gehen von Anfang an nebeneinander 

den her, dabei scheint beim vollstaéndigen Abbau die Reaktionsgeschwindig- 

ben- keit bedeutend kleiner zu sein als bei der Bildung der héher drehenden 
Zwischenprodukte. Beide Reaktionsgeschwindigkeiten sind in ver- 

Kin- schiedener Weise pu-abhangig. Man muB sich vorstellen, da& es sich 

mt : bei diesen Zwischenprodukten ebenfalls um mutarotierende Ver- 

Kin- bindungen handelt, bei denen das Gleichgewicht in alkalischer Lésung 


der zugunsten der niedrig oder links drehenden Formen verschoben ist. 

itan In diesem Falle kénnte der Wiederanstieg der Rotation der neu- 

der 

nde 1 F, Richter, Beilsteins Handb. d. organ. Chemie, 4. Aufl., 31. Bd., 
8.411. Berlin, Jul. Springer, 1938, — * F. Richter, ebenda, 8. 410; dort 
auch Hinweise auf die altere Literatur. 
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tralisierten Lésung zwanglos erklart werden, da durch die Neu. 
tralisierung die Verschiebung des Gleichgewichts aufgehoben und die 
normale Enddrehung dieser Zwischenprodukte wiederhergestellt wird, 
Bei niedriger Laugenkonzentration werden im Laufe der langeren 
Reaktionszeit auch die Zwischenprodukte abgebaut, so daB bei der 
Neutralisation der Wiederanstieg nur gering ist. Bei hoher Laugen- 
konzentration tritt der Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit 
deutlich in Erscheinung, die Zwischenprodukte sind nach einigen 
Minuten in relativ héherer Konzentration vorhanden und dement- 
sprechend ist bei der Neutralisation der Wiederanstieg der Rotation 
viel starker; bei 20°%iger Lauge steigt die spezifische Drehung des 
Reaktionsgemisches um rund 20 Kreisgrade. Eine so groBe Anderung 
der spezifischen Drehung kann kaum mit einer tiefgreifenden chemischen 
Reaktion, dagegen zwanglos durch eine Verlagerung des Gleichgewichts 
erklart werden. Die Beschleunigung der Reaktion in der Warme und 
das Verhalten der 10°%igen Lactoselésung bediirfen danach keiner 
weiteren Erklarung. 


Zusammenfassung. 


Die Einwirkung konzentrierter und verdiinnter Natronlauge auf 
a-Lactose wird mit Hilfe der Messung der spezifischen Drehung des 
Reaktionsgemisches verfolgt. Kurz nach dem Beginn der Reaktion 


steigt die gemessene spezifische Drehung des Reaktionsgemisches an, 
um im weiteren zeitlichen Verlaufe stark abzufallen. Das zwischen- 
zeitliche Ansteigen der spezifischen Drehung wird durch die Annahme 
von hdherdrehenden Zwischenprodukten beim alkalischen Abbau der 
Lactose erklirt. Beim Neutralisieren einer im Drehungswert stark ab- 
gefallenen Lactoselésung zeigt die Rotation einen Wiederanstieg, der 
von der anfangs angewandten Laugenkonzentration abhangig ist. Der 
Wiederanstieg kann bei Anwendung einer 20 °,igen Natronlauge etwa 
20 Kreisgrade betragen. 





